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(54) Title: METHOD FOR DETECTION OF LEPTIN RECEPTOR LIGANDS 

(54) Titre : PROCEDE DE DETECTION DE LIGANDS DU RECEPTEUR DE LA LEPTINE 



(57) Abstract: The invention relates to a method for detection of leptin receptor ligands as a function of the transfer of energy 
between fusion proteins comprising leptin receptors and energy-donor and -acceptor proteins. The invention further relates to fusion 
Cf) proteins for application in said method. 

(57) AbregS : La presente demande a pour objet un precede de detection de ligands du recepteur de la leptine par mesure du transfert 
d'energie entre des proteines de fusion composees de recepteurs de la leptine, et de prolines donneurs et accepteurs d'energie. Elle 
est en outre relative a des proteines de fusion pour la mise en oeuvre de ce precede. 
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PROCEDE DE DETR CTION DE LIGANDS DTI RF.rFPTEUR DE LA T .F.PTTMF 

La presente invention est relative a un procede de detection de ligands du recepteur de 
la leptine par mise en oeuvre du transfert d'energie entre des proteines de fusion 
5 composees de recepteurs de la leptine et de proteines donneurs ou accepteurs 
d'energie. 

Elle est en outre relative a des proteines de fusion pour la mise en oeuvre de ce 
procede. 

1 0 La leptine est une proteine presentant un poids moleculaire de 1 6 kDa qui est secretee 
par les adipocytes. Cette proteine est associee a la sensation de satiete, et joue un role 
majeur dans le controle de la prise de poids, la consommation d'energie, la formation 
osseuse, I'angiogenese mais aussi dans d'autres fonctions physiologiques telles que le 
declenchement de la puberte et le controle de la reproduction ou la rdgulation de la 

1 5 reponse immunitaire regulee par les lymphocytes T. 

Le recepteur de la leptine (OBR) appartient a la famille des recepteurs aux cytokines. 
II est compose, comme l'illustre la figure 1 d'une chaine polypeptidique unique 
comprenant un domaine transmembranaire (Tartaglia et al., J. Biol. Chem, 272, 6093- 
6096, 1995). La demande de brevet WO 97/19952 est relative a ce recepteur. 

20 Six isoformes diff6rentes de l'OBR ayant des domaines C-terminaux de longueurs 
differentes ont ete decrits. Ces isoformes derivent toutes, par epissages altematifs, 
d'un gene unique. II existe egalement une forme soluble des OBR contenant le site de 
liaison a la leptine qui correspond au domaine extracellulaire des formes 
membranaires. Cette forme soluble gener^e de facon post-traductionelle par 

25 proteolyse a la membrane plasmique a partir des formes membranaires se retrouve 
dans le sang. Une autre forme soluble de l'OBR resultant d'une mutation generant un 
codon stop avant le domaine transmembranaire est egalement trouvee dans certaines 
cas tres rares. 

Une proteine de fusion constituee de la forme longue du recepteur de la leptine 
30 (OBR1) fusionnee a la EGFP (Enhanced Green Fluorescence Protein) a ete utilisee par 
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Lundin et al ( Biochemica et Biophysica Acta, 1499, 130-138, 2000) pour etudier la 
localisation du recepteur. 

L'activation de l'OBR se ferait par 1' intermediate d'un complexe tetramerique 
compose de deux janus kinase 2 (JAK2) et de deux OBR. L'activation du recepteur 
5 induite par la leptine induirait un changement dans la conformation de l'OBR, qui lui 
meme activerait une JAK2, qui a son tour transphosphorylerait une autre JAK2 puis 
le recepteur OBR. 

L'activation de l'OBR apparait etre responsable de tous les effets connus de la 
leptine tels que la perte de poids et tous les phenomenes impliques dans les desordres 
10 ponderaux. 

Les proprietes inhibitrices de la leptine vis a vis de la synthese osseuse ont ainsi ete 
recemment mises en evidence. La leptine agit en inhibant 1'activite des osteoblastes, 
une population de cellules responsables de la formation de 1'os. 
Modifier la leptinemie pourrait permettre de traiter les maladies liees a une 
15 diminution de la densite osseuse comme par exemple Posteoporose ou a Tinverse 
celles liees a une calcification importante. 

En 1999 Xu et al (Proc Natl Acad Sci U S A 96, 151-156) ont decrit une methode de 
detection des interactions proteine-proteine dans des cellules vivantes. Cette methode 
a en outre fait l'objet de la demande de brevet W099/66324. 

20 Cette methode, appelee BRET (pour Bioluminescent Resonance Energy Transfer ou 
transfert d'energie de bio luminescence par resonance), est basee sur un phenomene 
naturel, remission de fluorescence par des organismes marins. La transfonnation 
enzymatique, par la luciftrase de Renilla (Luc), d'un substrat qui peut traverser la 
membrane genere une bioluminescence, qui k son tour excite un accepteur d'energie 

25 tel que la proteine fluorescente jaune (YFP ou yellow fluorescent protein en anglais). 
Cette methode correspond a la LRET (pour Luminescent Resonance Energy Transfer) 
decrite par Wang et al (Mol Gen Genet 264 : 578-587 (2001)). 
L'efficacite du transfert d'energie depend de la proximite physique et des orientations 
respectives de Paccepteur et du donneur. Ainsi la co-expression de la luciferase et de 

30 la YFP n'est pas suffisante pour induire un transfert d'energie car la distance entre les 
deux partenaires doit etre inftrieure a 100A. Afin d'etudier ^interaction entre deux 
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partenaires d'interaction potentiels la premiere proteine a ete fiisionnee a la luciferase 
et la seconde proteine a la YFP. Si les deux proteines interagissent un transfert 
d'energie peut etre observe. 

Depuis, la m&hode de BRET a ete mise en oeuvre sur un nombre limite de recepteurs, 
5 pr6sentant une structure tres differente du recepteur de la leptine. 

Ainsi quelques auteurs decrivent la mise en oeuvre de la methode sur des recepteurs 
de la famille des recepteurs couples aux proteines G (GPCR) tels que les recepteurs p 
2 adrenergiques (Angers et al, 2000, Proc. Natl Acad Sci. U. 5. A. 10.1073), 
cholesystokines de type A (CCK ;Cheng et al, 2001 . Biol Chem. 276: 48040-48047), 
10 et de la thyrotropin releasing hormon (Kroeger et al, 2001, J. Biol Chem. 276: 12736- 
12743). 

Ces recepteurs de taille importante presentent une structure complexe comprenant 7 
domaines transmernbranaires. 

Enfm Boute et al (2001, Mol Pharmacol 60: 640-645) ont decrit le suivi de 
15 Pactivation du recepteur de l'insuline en utilisant le BRET. 

Le recepteur de l'insuline est constitue de dimeres covalents, et non de complexes 
non covalents comme le recepteur de la leptine. En outre il comprend une partie 
intracellular assez longue. Enfin les auteurs montrent que le changement de BRET 
induit par l'insuline ne peut etre mis en oeuvre que sur le recepteur solubilise. 

20 

En quelques dizaines d'annees, l'obesite est devenue un probleme majeur de sante 
publique dans les pays industrialises ou elle touche maintenant 20 a 30 % de la 
population. Ces chiffres devraient encore croitre de fapon alarmante dans les annees a 
venir. Du fait de ses origines multifactorielles qui prennent leurs sources a des degres 
25 plus ou moins importants parmi des facteurs environnementaux d'une part 
(comportements alimentaires, acces a la nourriture, depense energetique,...) et des 
origines g&ietiques multiples d'autre part, Tobesite constitue un veritable defi pour la 
medecine. 

De meme les maladies de Tos, telles que l'osteoporose, touchent une partie de plus en 
30 plus importante de la population. 
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La decouverte de nouvelles molecules permettant de traiter les diverses maladies ltees 
au recepteur de la leptine, telles que l'obesite et l'osteoporose, est done un enjeu 
majeur de la sant6 publique. 

II n'existe cependant pas de procede de criblage specifique d'agonistes ou 
5 d'antagonistes du recepteur de la leptine pouvant etre mis en oeuvre a haut flux. 

Les demandeurs se sont done attaches a la mise en oeuvre d'un test de criblage 
rapide, specifique et efficace d'agonistes ou d'antagonistes du recepteur de la leptine. 

10 lis ont montrd de maniere surprenante que le changement de BRET induit par la 
leptine pouvait etre mis en oeuvre sur Tun des isoformes du recepteur de la leptine, 
mais qu'elle ne pouvait etre mis en oeuvre avec tous les isoformes. 

lis ont en outre montre que la mise en oeuvre du BRET sur le recepteur de la leptine 
1 5 est optimale dans certaines conditions operatoires. 

La presente invention est done relative a un procede de detection de ligands du 
recepteur de la leptine par mise en oeuvre du transfert d'energie de resonance entre 
une premiere proteine de fusion composee d'un recepteur de la leptine, ou d'une 
20 partie substantielle d'un recepteur de la leptine, et d'une proteine donneur d'energie, 
ou d'une partie substantielle et active d'une proteine donneur d'energie, et une 
seconde proline de fusion composee d'un recepteur de la leptine, ou d'une partie 
substantielle d'un recepteur de la leptine, et d'une proteine accepteur d'energie, ou 
d'une partie substantielle et active d'une proteine accepteur d'energie. 

25 

Elle est en outre relative a des proteines de fusion pour la mise en oeuvre de ce 
proced6, ainsi qu'a des acides nucleiques codant ces proteines. 

Elle a de plus pour objet un procede de traitement curatif ou preventif de maladies 
30 li£es a la leptine consistant a administrer un ligand selectionne par le procede d6fini 
ci-dessus a un patient atteint par la dite maladie. 
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Un premier objet de la presente invention est done une proteine de fusion caracterisee 
en ce qu'elle est composee d'un recepteur de la leptine, ou d'une partie substantielle 
d'un recepteur de la leptine et d'une proteine accepteur ou donneur d'tnergie, ou 
5 d'une partie substantielle et active d'une proteine accepteur ou donneur d'energie. 

Les proteines de fusion selon la presente invention sont composees en substance 
d'une partie correspondant a une partie ou la totalite de la sequence d'un recepteur de 
la leptine et d'une partie correspondant a une proteine donneur ou accepteur 
10 d'energie. Elles peuvent neanmoins comprendre d'autres sequences d'acides amines, 
issues d'autres proteines, telles que des sequences signal. Ainsi la sequence SEQ ID 
N°4 est constitute d'une partie de la sequence SEQ ID N°2 et d'autres sequences, et 
en particulier de la sequence signal de l'interleukine 3 de souris. 

15 De maniere avantageuse la proteine donneur d'energie est la luciferase de Renilla. 
Elle peut neanmoins etre toute autre proteine donneur d'energie telle que le spectre 
d'emission du donneur chevauche suffisamment le spectre d'excitation de 1 'accepteur 
pour permettre un transfert d'energie efficace entre les deux partenaires. Elle peut 
ainsi etre la GFP, si le transfert d'energie est le FRET , ou encore l'aequorine si le 

20 transfert d'energie est le CRET. L'aequorine peut etre obtenue et utilisee comme 
decrit dans la demande de brevet EPO 187 519, ou dans Particle de Inouye et al. 
(PNAS USA 82 : 3154-3158 (1985)). 

La proline fluorescente accepteur d'energie est quant a elle pr6ferentiellement la 
25 DsRed, la GFP ou un mutant de cette proteine, tel que la YFP, l'EYFP, la GFP 
sauvage, la GFPS65T, ou la Topaz. 

Elle peut neanmoins etre toute autre proteine fluorescente accepteur d'energie telle 
que le spectre d'excitation de 1 'accepteur et le spectre d'emission du donneur se 
chevauchent suffisamment pour permettre un transfert d 'energie efficace entre les 
30 deux partenaires. 
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Ces proteines sont connues de l'homme du metier qui peut trouver leurs sequences 
dans la literature, notamment dans la revue de Blinks et al. (Pharmacol. Rev. 28 : 1- 
93 (1976)). En particulier la GFP est decrite par Tsien (Annu. Rev. Biochem. 67 : 
509-544 (1998)) et son clonage par Prasher et al. (Gene 111 : 229-233 (1992)). Le 
5 clonage de la DsRed est quant a lui decrit par Matz et al. (Nat. Biotechnol. 17 : 969- 
973 (1999)). Pour la Rluc, rhomme du metier peut se referer a Blinks et al. 
(Pharmacol. Rev. 28 : 1-93 (1976)) ou encore a Lorenz et al. (PNAS 88: 4438-4442 
(1991)). 

De maniere avantageuse Tisoforme du recepteur de la leptine, compris en totalite ou 
10 en partie dans la proteine de fusion, est une isoforme courte, ou presentant un 
domaine intracellulaire court. 

Une telle isoforme comprend avantageusement un domaine intracellulaire Boxl, mais 
ne comprend pas de domaine intracellulaire Box 3. 

15 De maniere preferentielle cette isoforme est Tisoforme OBRs et encore plus 
preferentiellement Pisoforme OBRs humain. Cette isoforme peut neanmoins etre 
originaire de toute autre espece. 

Elle peut aussi etre toute autre isoforme, preferentiellement courte, et encore plus 
20 preferentiellement comprenant au moins le domaine extracellulaire de l'OBR, telle la 
forme soluble de TOBR contenant le site de liaison a la leptine decrite par Lee et al 
(Nature 379, 632-635 (1996)), Gavrilova et al (JBC 272 ;30546-30551 (1997)) 
Maamr. et al. (Endocrinology 142 :4389-4393 (2001)) ou Clement et al. (Nature 392 
:398-401 (1998)). 

25 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement preferentiel l'isoforme est 
Tisoforme OBRs humaine de sequence SEQ ID °2. Elle peut aussi etre un variant de 
cette proteine presentant une identite d'au moins 65%, preferentiellement d'au moins 
30 75%, et encore plus preferentiellement d'au moins 85% ou 95%, avec la sequence 
SEQ ID °2. 
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La proteine de fusion peut ne comprendre qu'une partie de risoforme OBRs 
humaine. Avantageusement elle comprend la partie comprise entre les acides amines 
46 et 866 de la sequence SEQ ID°2. 
5 La partie correspondant au recepteur a la leptine peut ainsi presenter la sequence SEQ 
JD°4 ou un variant de cette sequence presentant une identite d'au moins 65%, 
preferentiellement d'au moins 75%, et encore plus preferentiellement d'au moins 
85% ou 95%. 

10 De maniere particulierement avantageuse la proteine de fusion donneur presente la 
sequence SEQ ID N°6 ou un variant de cette sequence presentant une identite d'au 
moins 65%. 

De maniere particulierement avantageuse la proteine de fusion accepteur presente la 
15 sequence SEQ ID N°8 ou un variant de cette sequence presentant une identite d'au 
moins 65%. 

D'autres objets de la presente invention sont des acides nucleiques codant pour ces 
proteines. De tels acides nucleiques peuvent etre des ADN complementaires ou 
20 genomiques, ou des ARN. Ces acides nucleiques ou polynucleotides peuvent etre 
sous forme simple chaine ou sous la forme de duplex. 

lis sont de maniere particulierement avantageuse des ADN complementaires. 

25 De maniere preferentielle l'invention a pour objet un acide nucleique ayant une 
identite d'au moins 65%, preferentiellement d'au moins 75%, et encore plus 
preferentiellement d'au moins 85% ou 95%, d'identit6 en nucleotides avec un acide 
nucl&que de sequence SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7. 

30 Selon encore un autre aspect, l'invention est relative a un acide nucleique hybridant, 
dans des conditions d'hybridation de forte stringence, avec un acide nucleique tel que 
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defini ci-avant, et plus particulierement un acide nucl&que de sequences 
nucleotidiques SEQ ID N°5 et SEQ ID N°7, ou un acide nucleique de sequence 
complementaire. 

5 Le «pourcentage d'identite» entre deux sequences de nucleotides ou d'acides 
amines, au sens de la pr&ente invention, peut etre d&erminS en comparant deux 
sequences alignees de maniere optimale, a travers une fenetre de comparaison. 

La partie de la sequence nucteotidique ou polypeptidique dans la fenetre de 
comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par exemple des 

10 « gaps ») par rapport a la sequence de reference (qui ne comprend pas ces additions 
ou ces deletions) de maniere a obtenir un alignement optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calcule en determinant le nombre de positions auxquelles 
une base nucleique ou un residu d'aminoacide identique est observe pour les deux 
sequences (nucleique ou peptidique) comparees, puis en divisant le nombre de 

15 positions auquel il y a identity entre les deux bases ou residus d'aminoacides par le 
nombre total de positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le 
resultat par 100 afin d'obtenir le pourcentage d'identite de sequence. 

L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise de 
maniere informatique a Paide d'algorithmes connus contenus dans le package de la 

20 Soci&e WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, GENETICS 
COMPUTER GROUP (GCG), 575 Science Doctor , Madison, WISCONSIN. 

A titre d'illustration, le pourcentage d'identite de sequence pourra etre 
effectue a l'aide du logiciel BLAST (versions BLAST 1.4.9 de mars 1996, BLAST 
2.0.4 de fevrier 1998 et BLAST 2.0.6 de septembre 1998), en utilisant exclusivement 

25 les parametres par dSfaut (S. F Altschul et al, J. Mol. Biol. 1990 215 : 403-410, S. F 
Altschul et al, Nucleic Acids Res. 1997 25: 3389-3402). Blast recherche des 
sequences similaires/homologues a une sequence « requete » de reference, a Paide de 
l'algorithme d' Altschul et al. La sequence requete et les bases de donnees utilisees 
peuvent etre peptidiques ou nucleiques, toute combinaison etant possible. 
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Par « conditions d'hybridation de forte stringence » au sens de la presente 
invention, on entendra les conditions suivantes : 

1- Competition des membranes et PRE HYBRIDATION : 

-Melanger: 40fil ADN sperme de saumon (10mg/ml)+ 40 |xl ADN placentaire 
5 humain (lOmg/ml) 

- Denaturer 5 mn a 96°C, puis plonger dans la glace le melange. 

- Oter le SSC 2X et verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
contenant les membranes. 

- Ajouter le melange des deux ADNs denatures. 

10 - Incubation a 42°C pendant 5 a 6 heures, avec rotation. 

2- Competition de la sonde marquee : 

- Ajouter a la sonde marquee et purifiee 10 a 50 jal ADN Cot I, selon la quantite de 
repetitions. 

- Denaturer 7 a 10 mn a 95°C. 

15 - Incuber a 65°C pendant 2 a 5 heures. 

3- Hybridation : 

- Oter le mix de pre hybridation. 

- Melanger 40 \il ADN sperme de saumon + 40 |il ADN placentaire humain ; 
denaturer 5 mn k 96°C, puis plonger dans la glace. 

20 - Ajouter dans le tube d'hybridation 4 ml de mix formamide, le melange des deux 
ADN et la sonde marquee/ADN Cot I denaturee. 

- Incuber 15 a 20 heures a 42°C, avec rotation. 

4- Lavages : 

- Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X, pour rincer. 

25 - 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X et SDS 0,1% a 65°C. 

- 2 fois 1 5 minutes k 65°C SSC IX et SDS 0,1% a 65°C. 
Envelopper les membranes dans du Saran et exposer. 

Les conditions d'hybridation dScrites plus haut sont adaptees a Phybridation 
30 dans des conditions de forte stringence, d'une molecule d'acide nucleique d'une 
longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaines de nucleotides. 
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II va sans dire que les conditions d'hybridation ci-dessus decrites peuvent etre 
adaptees en fonction de la longueur de Pacide nucteique dont Phybridation est 
recherch^e ou du type de marquage choisi, selon des techniques connues de 1'homme 
du metier. 

5 Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre adaptees selon 
Penseignement contenu dans Pouvrage de HAMES et HIGGINS (1985,"Nucleic acid 
hybridization : a practical approach", Hames and Higgins Ed., IRL Press, Oxford) ou 
encore dans Pouvrage de F.AUSUBEL et al (1989, Current Protocols in Molecular 
Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y). 

10 

Les proteines objets de la presente invention peuvent etre obtenues par tous moyens 
connus de Phomme du metier. Elles sont neanmoins avantageusement obtenues par 
expression des acides nucleiques tels que decrits ci-dessus, codant pour ces proteines, 
Sventuellement inseres dans des vecteurs d'expression, dans des cellules 
15 avantageusement choisies, suivie 6ventuellement par une extraction et une 
purification qui peut etre totale ou partielle. 

L' invention est egalement relative a un vecteur recombinant comprenant un 
acide nucleique selon Pinvention. 
20 Avantageusement, un tel vecteur recombinant comprendra un acide nucleique 

choisi parmi les acides nucleiques suivants : 

a) un acide nucleique codant pour une proteine ayant au moins 65% d'identite 
en acides amines avec une sequence SEQ ID N°6 ou SEQ ID N°8 ou un fragment 
peptidique ou un variant de cette derniere ; 
25 b) un acide nucleique comprenant un polynucleotide ayant une sequence SEQ 

ID N°5 ou SEQ ID N°7, ou un fragment ou un variant de ce dernier ; 

c) un acide nucleique ayant au moins 65% d'identite en nucleotides avec un 
acide nucteique ayant une sequence SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7 ou un fragment ou 
un variant de ce dernier ; 
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d) un acide nucleique hybridant, dans des conditions d'hybridation de forte 
stringence, avec un acide nucleique de sequences SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7, ou un 
fragment ou un variant de ce dernier. 

5 Par « vecteur » au sens de la presente invention on entendra une molecule 

d'ADN ou d'ARN circulaire ou lineaire qui est indifferemment sous forme de simple 
brin ou double brin. 

Selon un mode de realisation, le vecteur d'expression comprend, outre un 
acide nucleique conforme a Pinvention, des sequences regulatrices pennettant d'en 
1 0 diriger la transcription et/ou la traduction. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon 
T invention comprendra notamment les elements suivants : 

(1) des elements de r6gulation de Pexpression de P acide nucleique a inserer, 
tels que des promoteurs et des enhanceurs ; 
15 (2) la sequence codante comprise dans P acide nucleique conforme a 

Pinvention a inserer dans un tel vecteur, ladite sequence codante etant placee en 
phase avec les signaux de regulation decrits aux (1) ; et 

(3) des sequences d'initiation et d'arret de la transcription appropriees. 

20 En outre, les vecteurs recombinants selon Pinvention pourront inclure une ou 

plusieurs origines de replication chez les botes cellulaires dans lesquels leur 
amplification ou leur expression est recherchee, des marqueurs ou des marqueurs de 
selection. 

- A titre d'exemples, les promoteurs pour cellules eucaryotes comprendront le 

25 promoteur de la thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur de la 
metallothioneine-L de souris. 

De maniere generale, pour le choix d'un promoteur adapte, Phomme du 
metier pourra avantageusement se referer a Pouvrage de SAMBROOK et al. (1989, 
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 2 nd ed., Cold Spring Harbor 
30 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.) ou encore aux techniques decrites par 
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FULLER et al. (1996, Immunology in Current Protocols in Molecular Biology, 
Ausubel et al). 

Les vecteurs preferes selon T invention sont des plasmides, tels que par 
exemple les vecteurs pCDNA3 (Invitrogen), pQE70, pQE60, pQE9 (Qiagen), 
5 psiX174, pBluescript SA, pNH8A 3 pNH16A, pNH18A, pNH46A, pWLNEO, 
pSV2CAT, pOG44, pXTI, pSG(Stratagene). 

D peut s'agir egalement de vecteurs de type baculovirus tel que le vecteur 
pVL1392/1393 (Pharmingen) utilise pour transfecter les cellules de la lignee Sf9 
(ATCC N°CRL 1711) d6ri vees de Spodoptera fhugiperda. 
0 II peut encore s'agir de vecteurs adenoviraux tels que P adenovirus humain de 

type 2 ou 5. 

Un vecteur recombinant selon l'invention peut aussi etre un vecteur retroviral 
ou encore un vecteur adeno-associe (AAV). De tels vecteurs ad&io-associes sont par 
exemple decrits par FLOTTE et al. (1992, Am. J. Respir. CellMol Biol, 7 : 349-356 

5 

La presente invention a en outre pour objets des cellules comprenant une prot&ne, un 
acide nucleique ou un vecteur tels que decrits ci dessus, ou des fragments de ces 
cellules, des lysats de ces cellules ou encore des membranes de ces cellules. 



20 De telles cellules peuvent etre cellules isolees d'un organisme et cultivees dans un 
milieu de croissance adequat. Elles sont neanmoins preferentiellement des lignees 
cellulaires. Ainsi de telles lignees sont de maniere particulierement avantageuse les 
lignSes cellulaires HEK 293, COS (ATCC N°CRL 1650), COS-M6 et HeLa (ATCC 
N°CCL2), ou encore Cv 1 (ATCC N°CCL70), Sf-9 (ATCC N°CRL 1711), CHO 

25 (ATCC N°CCL-61) ou 3T3 (ATCC N°CRL-6361). 

Les membranes de ces cellules peuvent etre preparees par toute methode connue de 
Thomme du metier. 

Preferentiellement elles seront pr6par6es par broyage mecanique des cellules puis 
30 centrifiigation des suspensions obtenues, comme illustre dans les exemples qui 
suivent. 
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La presente invention est en outre relative a des compostions comprenant des cellules 
telles que decrites ci dessus et de la saponine. 

5 La presente invention est en outre relative a un procede de determination de la liaison 
de composes au recepteur de la leptine comprenant les etapes consistant a : 
-mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie telle 
que decrite ci dessus, et une proteine de fusion accepteur d'energie telle que decrite ci 
dessus, ou des cellules, ou des fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules 

1 0 comprenant une telle proteine, et un substrat enzymatique adequat, et 
-a mesurer le transfert d'energie. 



Preferentiellement ledit procede est mis en ceuvre avec des cellules traitees par de la 
saponine. 

15 Les proteines de fusion donneur d'energie et les proteines de fusion accepteur 
d'energie sont choisies de maniere a ce que l'energie resultant de l'activation du 
donneur puisse etre transferee de maniere efficace a l'accepteur. 

Dans un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, la proteine de fusion 
20 donneur d'energie est une proteine de fusion entre le recepteur de la leptine, ou une 
partie substantielle du recepteur de la leptine et la luciferase ou une partie 
substantielle de la luciferase, auquel cas le substrat est avantageusement la 
coelenterazine. 

25 Dans un mode de mise en oeuvre preferentiel dudit procede, la proteine de fusion 
accepteur d'energie est une proteine de fusion entre le recepteur de la leptine, ou une 
partie substantielle du recepteur de la leptine et la YFP ou une partie substantielle de 
laYFP. 



30 
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Dans un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, le transfert d'energie 
mesure en presence du compose a tester est compare a celui mesure en absence du 
compose a tester. 

5 Preferentiellement le procede est mis en oeuvre sur des membranes des cellules, telles 
que decrites ci dessus. 

De maniere preferentielle les proteines donneur et accepteur selon la presente 
invention sont choisies afin que le transfert d'&iergie se fasse par resonance BRET, 

10 ou LRET. NSanmoins un tel transfert d'energie peut etre effectue par FRET (pour 
Fluorescent Resonance Energy Transfer ou transfert d'energie de fluorescence par 
resonance) ou encore par CRET (pour Chemioluminescent Resonance Energy 
Transfer ou transfert d'energie de chimioluminescence par resonance). 
Quelque soit le type de transfert d'energie les couples proteine de fusion donneur/ 

15 proteine de fusion accepteur d'energie sont choisis afin de permettre un tel transfert. 

Le CRET consiste en un transfert d'energie entre Paequorine, qui est une luciferase, 
et la GFP. 

Le FRET consiste en un transfert d'energie entre deux proteines de la famille des 
20 GFP ayant des spectres differents. 

Pour la mise en oeuvre de ces transferts l'homme du metier peut se referer a Baubet et 
al. (PNAS USA 97 : 7260-7265 (2000)) pour la CRET, a Matyus (J Photochem 
Photobiol B 12: 323-337 (1992)) et Pollok et Heim (Trends Cell Biol 9:57-60 (1999)) 
pour la FRET. 

25 

Un autre objet de la presente invention est un procede de criblage ou de detection de 
composes destines a la prevention et / ou au traitement de pathologies H6es a la 
leptine comprenant les etapes consistant a : 
30 -mettre en contact ledit compose avec une proline de fusion donneur d'energie telle 
que decrite ci dessus, et une proteine de fusion accepteur d'energie telle que decrite ci 
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dessus, ou des cellules en absence ou presence de saponine, ou des fragments, ou des 
lysats, ou des membranes de cellules comprenant de telles proteines, et 
eventuellement un substrat enzymatique adequat, et 
-h mesurer le transfert d'energie. 

5 

Un tel precede peut etre utilis6 pour le criblage d'agonistes ou d'antagonistes du 
recepteur de la leptine. 

Le procede selon la pr6sente invention est compatible avec les plaques a 96 ou 384 
10 puits generalement utilisees. H ne necessite pas l'utilisation de molecules 
radioactives, est sensible, reproductible, rapide et le resultat est facile a lire. En effet 
ce procede a un bon rapport signal/bruit de fonds et une faible reactivate croisee avec 
d'autres ligands que la leptine. Ceci s'explique au moins en partie par le fait que la 
detection de l'activation de l'OBR est directement effectuee au niveau du recepteur, 
15 ce qui permet d'eliminer des sources possibles de reactivite croisee a d'autres niveaux 
des voies de signalisation comme on peut Pobserver dans le cas de dosages bases sur 
des g&nes rapporteur ou sur la croissance de cellules. 

De plus ce proc6de n'est pas limite a une voie de transduction ayant un signal 
specifique mais au contraire est susceptible de detecter toutes les molecules 
20 interagissant avec les OBR. 

Cette caracteristique est particulierement interessante pour la mise en oeuvre de 
criblage a grande echelle, puisque de plus en plus de ligands de recepteurs 
membranaires s'averent activer certaines voies mais pas d'autres voies. 

25 La presente invention est en outre relative a l'utilisation de composes selectionnes par 
un procede consistant a : 

-mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie, et 
une proteine de fusion accepteur d'energie telle que decrite ci-dessus, ou des cellules, 
ou des fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle 
30 proline, et eventuellement un substrat enzymatique adequat, et 
-a mesurer le transfert d'energie, 
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pour la fabrication d'un medicament pour 
maladies liees & la leptine ou a son recepteur. 



le traitement curatif ou preventif de 



Elle a enfm pour objet un procSde de traitement curatif ou preventif de maladies liees 
5 a la leptine ou h son recepteur comprenant les etapes de: 
-selection dudit compose par un proced6 consistant a : 

+mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie et 
une proteine de fusion accepteur d'&iergie, ou des cellules, ou des fragments, des 
lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle proteine, et un substrat 
1 0 enzymatique adequat, et 

+a mesurer le transfer! d'&iergie, et 

-d'administration dudit compost a un patient atteint par la dite maladie. 

15 De telles maladies peuvent etre des maladies liees a une diminution de la densite 
osseuse comme par exemple l'osteoporose ou a 1'inverse celles liees a une 
calcification importante. 

Elles peuvent aussi etre des maladies ayant un effet sur le poids, telles que Pobesite, 
le diabete ou Tanorexie. 

20 Les composes de 1'invention peuvent etre formules dans des compositions 
pharmaceutiques en vue d f une administration par voie topique, orale, parenteral, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 
Preftrentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 

25 particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilis^e ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. 
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Enfin le procede selon la presente invention permet aussi le criblage de serum de 
patients obeses pour la presence ou Pabsence de leptine non fonctionnelle ou encore 
le criblage de molecules interferant avec la dimerisation de POBR. 

5 La figure 1 represente schematiquement les proteines de fusion. Boxl represente le 
site de liaison de JAK2; Box3 represente le site de liaison des proteines STAT; TM 
represente le domaine trans-membranaire. 

Les figures 2a et 2b illustrent P expression des constructions OBR dans des cellules 

125 

10 COS estimee par des experiences de radio-marquage utilisant la I-leptine comme 
radio-ligand. Dans les figures 2a et 2b le contenu cellulaire total en OBR et le 
pourcentage de sites de liaison a la surface des cellules sont respectivement mesures. 
La figure 2c illustre la localisation cellulaire de Pexpression des constructions OBR1- 
YFP et OBRs-YFP en presence et en absence de leptine. 

1 5 La figure 2d illustre P activation de JAK2 par differentes constructions OBR. 

La figure 2e illustre Peffet de la stimulation par la leptine de cellules co-exprimant le 
gene rapporteur pour STAT3 et differentes constructions OBR. 

La figure 3 illustre la dimerisation constitutive de OBR. Des cellules HEK 293 
20 exprimant les differentes constructions OBR indiquees sont incubees en presence de 
coelenterazine. Le transfert d'energie est mesuree a Paide d'un luminometre. 

Les figures 4a et 4b illustrent Peffet de la liaison de la leptine sur le BRET constitutif 
des OBR. 

25 Figure 4a: des cellules HeLa exprimant les differentes constructions OBR indiques 
sont incubees en presence de leptine avant d'initier la reaction de la luciferase. Le 
transfert d'energie est mesuree a Paide d'un luminometre. 

Figure 4b: L'effet de la leptine est compare dans des cellules entieres co-exprimant 
OBRs-Luc et OBR-YFP, en absence ou presence de saponine, dans des lysats totaux 
30 et dans des preparations membranaires. 
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Les figures 5a a 5e illustrent l'optimisation et la caracterisation du changement du 
BRET induit par la leptine sur les OBRs. Des membranes pr6par6es a partir de 
cellules HeLa ou COS co-exprimant OBRs-Luc et OBRs-YFP ont et6 pre-incub6es 
avec ou sans leptine avant d' inkier la reaction de la lucifgrase. 
5 Figure 5a: Optimisation des niveaux d'expression de OBRs-Luc et de OBRs-YFP 
relatifs et absolus. 

Figure 5b : Variation du signal de BRET induit par la leptine en fonction du temps. 
Figure 5c : Courbes dose-reponse BRET/concentration en leptine sur membrane et 
cellules intacte en presence de saponine (0.05%). 
10 Figure 5d : Competition de la liaison de la 125 I-leptine par augmentation des 
concentrations croissantes de la leptine. 

Figure 5e: Specificite des changements de BRET induits par la leptine, Les 
membranes ont ete pr6-incubees avec des concentrations saturantes d'erythropoietine 
(EPO, 10U /ml), de trombopoietine (TPO, 10 nM), de granulocyte macrophage 
15 colony stimulating factor (GM-CSF, 250 ng/ml), d'interleukine 3 (IL3, 280 ng/ml), 
d'interleukine 6 (IL6, 100 ng/ml) 5 de prolactine (PRL, 200 ng/ml), de stem cell factor 
a (SCFa, 250 ng/ml), d'epidermal growth factor (EGF, 100 ng/ml), d'insuline (Ins, 
100 nM), de lipopolysaccharide (LPS, 100 ng/ml) et de tumor necrosis factor a 
(TNFa, 50ng/ml). 

20 Figure 6 : Co-transfectees de cellules COS avec une quantite constante d'OB-Rs-Luc 
(50ng) et une quantite croissante d'OB-Rs-YFP : o, 200 ng ; •> 400 ng ; A, 800 
1600 ; 0, 3200. Les mesures de BRET ont 6te faites sur les cellules en presence de 
saponine (0,015%), incubees ou non avec des doses croissantes de leptine, et sont 
exprimees en mBRET. 

25 

La pr6sente invention est illustree sans pour autant etre limitee par les exemples qui 
suivent. 

Materiels et Methodes utilises dans les exemples 

30 



Constructions plasmidiques. transfections et culture cellulaire. 
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Les proteines de fusion OB-R-YFP et OB-R-Luc ont ete construites par ligation de la 
YFP et de Luc a l'extr&nite C-terminale des recepteurs par des techniques classiques 
de biologie moleculaire. Les regions codantes de YFP obtenues a partir du vecteur 
pGFPtpz-Nl Cytogem®-Topaze (Packard, Meriden, CT) ont ete inserees dans le site 

5 EcoRV de pcDNA3/CMV (Invitrogen, Groningen, Netherlands) qui contient un site 
polylinker modifte. La region codante de Renilla luciferase a et£ obtenue a partir de 
pRL-CMV (Promega, Madison, WI) et inseree dans le site EcoRV du 
pcDNA3modifie. Les regions codantes de OBR1 et OBRs (don de Dr. Gainsford, 
Royal Melbourne Hospital, Victoria, Australia) ont ete inserees dans les deux 

10 vecteurs decrits ci dessus, respectivement dans les sites de clonage EcoRl/BamHl et 
Nhel. Les codons Stop ont ete deletes par mutagenese dirigee et la phase de la 
proline de fusion a ete ajustee. 

Les lignees cellulaires HEK 293, COS-M6 et HeLa ont ete cultivees dans du DMEM 
compete avec les composants suivants : 10% (v/v) FBS, 4.5 g/litre glucose, 100 U/ml 
15 penicilline, 0.1 mg/ml streptomycine, 1 mM glutamine (Life Technologies, 
Gaithersburg, MD). 

Les transfections transitoires ont 6te effectuees en utilisant le reactif de transfection 
FuGene 6 (Roche, Bale, Suisse). 

20 Microscopie par Fluorescence. 

Deux jours apres la transfection avec les constructions YFP, les cellule ont ete 
incub6es avec 100 nM leptine durant 60 min et 0.01 mM bis-benzamidine durant 15 
min avant d'etre lavees dans du PBS et fixees durant 20 min a temperature ambiante 
dans une solution froide de 4% paraformaldehyde dans du PBS. Les coupes sont 
25 observees par microscopie fluorescente en utilisant des filtres FITC et DAPL 

Preparation des membranes et solubilisation. 

Les cellules ont 6te placees dans la glace, lavees deux fois dans du PBS a la 
temperature de la glace et detachees de maniere mecanique dans un tampon 1 (5 mM 
30 Tris, 2 mM EDTA, pH 7.4, 5 mg/litre d'inhibiteur de la trypsine de soja, 5 mg/litre de 
leupeptin, et 10 mg/litre de benzamidine) a la temperature de la glace. 
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Les suspensions cellulaires sont homogeneisees avec un homogeneiseur Polytron 
(Janke & Kunkel Ultra-Turrax T25) trois fois durant 5 sec. Le lysat est centrifuge a 
450 X g durant 5 min a 4°C et le surnageant est centrifuge a 48000 X g durant 30 min 
a 4°C. Le culot final est lave deux fois dans du tampon 1 et resuspendu dans une 
5 solution (75 mM Tris (pH 7.4), 12.5 mM MgCl 2 , 5 mM EDTA avec des inhibiteurs 
de proteases, comme d6crits ci dessus) et immediatement utilise dans des experiences 
de liaison de ligands radioactifs ou des experiences de BRET. 

Immunoprecipitation de JAK2 

10 Des cellules HeLa ont ete co-transfectees avec des plasmides exprimant JAK2 
marquee par HA2 (don de Dr. Wojchowski, Pennsylvania State University, 
Pennsylvania, USA) et des plasmides contenant differentes constructions d'OBR. Les 
cellules ont ete lysees dans du tampon de lyse (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, 5% glycerol, 0,02% NaN3, NP40 0,1%, ortho vanadate ImM, 5 mg/litre 

15 d'inhibiteur de la trypsine de soja et 10 mg/litre de benzamidine) et centrifugees 
durant 15 min a 13000 rpm. La fraction soluble a ete immunoprecipitee durant 2h 
avec un anticorps polyclonal anti-JAK2 (HR-758) (l|ug/ml) (Santa-Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). 

20 Immmunoabsorption SDS-Page 

Les immunoprecipitats JAK2 ont ete denatures dans la solution (62.5 mM Tris/HCl 
(pH 6.8), 5% SDS, 10% glycerol et 0.05% bleu de bromophenol), a 100°C durant 10 
minutes. Les proteines ont et6 separees par SDS-PAGE en 7 % de poly-acrylamide et 
transferees sur nitrocellulose. L'immuno-detection a ete effectuee avec un anticorps 
25 anti-phosphotyrosine 4G10 (2 fig/ml) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). 
L'immunoreactivite a ete revetee en utilisant un anticorps secondaire approprie 
coupl6 h la peroxydase de raifort et le reactif chimio-luminescent ECL (Amersham, 

» 

Aylesbury, UK). 
30 Test de liaison de la 12s I-leptine 
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Des cellules transferees ont ete carencees en serum dans du DMEM (1% BSA) 24 h 
avant les experiences de liaison. Pour mesurer la liaison de la leptine a la surface des 
cellules, des cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS a la temperature de la glace 
et incubees dans un tampon de liaison (DMEM, 25 mM Hepes pH 7.4, 1% BSA) 
contenant 100000 cpm/puits de 12S I-leptine (PerkinElmer life sciences, Paris, France) 
en absence ou en presence de 200 nM de leptin non radioactive (leptine humaine 
recombinante (PeproTech Inc. USA) durant 4 h a 4°C. Les cellules ont ete lavees 
deux fois avec du PBS a la temperature de la glace, lysees dans IN NaOH et la 
radioactivit6 determinee dans un compteur a radiations gammma. Afin de mesurer la 
quantite totale de leptine se liant dans l'extrait, les cellules ont ete raises en 
suspension dans 1 .5 ml de tampon de liaison contenant 0. 1 5% de digitonine durant 2h 
a 4°C. Les extraits ont ete centrifuges durant 30 min dans une centrifugeuse 
Eppendorf a vitesse maximale a 4°C. Le surnageant (0.2 ml) a ete incube avec 
100000 cpm de 12S I-leptine en presence ou en absence de 200 nM de leptine dans un 
1 5 volume total de 0.25 ml avec agitation toute la nuit a 4°C. 

0.5 ml de y-globuline (1.25 mg/ml) et 0.5 ml de polyethylene glycol 6000 (25% p/v) 
ont ete ajoutes pour pr6cipiter les complexes recepteur-ligand , qui sont obtenus par 
centrifugation (17000 x g durant 3 min). Le culot est lave avec 1 ml de polyethylene 
glycol 6000 1 2 % (p/v) puis compte. 



10 
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Activation du gene rapporteur 

Des cellules HeLa ont ete co-transfectees avec 2.6 ug de plasmide portant le gene 
reporteur STAT3 (don de Dr. Levy, New York University, New York, USA), 200 pg 
de pcDNA3 comprenant la region codante de la Renilla luciferase (utilisee comme 

25 temoin interne) et avec 1 .4 ug des differentes constructions OBR ou avec le vehicule 
seul. 48 heures apres la transfection, les cellules ont ete carencees durant la nuit en 
DMEM (1% BSA) avant la stimulation par InM de leptine durant 6 - 8 heures. Les 
cellules ont alors ete lavees et lysees dans un tampon de lyse passive (Promega 
Corporation, Madison, Wl) durant 15 minutes a temperature ambiante. Les lysats 

30 totaux ont ete centrifuge durant 2 minutes a 15000 rpm et les sumageants ont ete 
utilises dans un test de dosage de la Luciferase ((Promega Corporation, Madison, 
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WI) en utilisant un luminometre Berthold (Lumat LB 9507). Les resultats sont 
exprimes par le rapport des activites luciftrase de luciole ((firefly) / luciferase de 
Renilla. 

5 Mesure de BRET 

48 heures apres la transfection des cellules HeLa, COS et HEK 293 exprimant OBR 
ont ete detachees et lavees avec du PBS. l-2xl0 5 cellules ont ete distributes dans des 
plaques optiques a 96 puits (Packard Instrument Company, Meriden, CT) en absence 
ou en presence de ligands, a 25°C. Des membranes preparees a partir de cellules 

10 exprimant OBR ont ete utilisees pour les mesures de BRET. Le substrat, la 
coelenterazine h (Molecular Probes, Eugene, OR) est ajoute a une concentration 
finale de 5 |iM et la lecture est faite avec un fluoro/luminometre Fusion™ (Packard 
Instrument Company, Meriden, CT) qui permet F integration sequentielle des signaux 
de luminescence detectes avec deux filtres (filtre Luc; 485 ± 10 nm; filtre YFP: 530 

15 ± 12.5 nm). Le rapport BRET est defini comme la difference de remission a 530 
nm/485 nm des proteine de fusion Luc et YFP co-transfectees et remission a 530 
nm/485 nm de la proteine de fusion Luc seule. Les r6sultats sont exprimes en unites 
milliBRET (mBU), 1 unite mBRET correspondant a la valeur du rapport BRET 
multiple par 1000. Les ligands suivants ont ete utilises pour determiner la specificite 

20 du dosage: 6rythropoietine humaine recombinante (EPO), insuline (Ins) , 
lipopolysaccharide (LPS, Sigma Aldrich, St Louis, USA), trombopoietine Humaine 
recombinante (TPO), GM-CSF, interleukine 3 (IL3), interleukine 6 (EL6), prolactine 
(PRL), SCF, EGF et TNFa. 

25 

Exemple 1 ; Expression fonctionnelle des prot^ines de fusion OBR 

La forme longue (OBR1) et la forme courte (OBRs) des OBR on et6 fusionnees a 
leurs extr&nites C-terminale avec la YFP ou la Luc (Fig. 1). L'expression de ces 
proteines de fusion a 6te confirmee dans des cellules COS transferees dans des 
30 experiences de liaison avec la 125 I-leptin (Fig. 2a). Des resultats similaires ont ete 
obtenus dans des cellules HeLa transferees. 



WO 03/072787 



23 



L' expression a la surface des cellules des proteines de fusion et des recepteurs de type 
sauvage exprimes dans les cellules COS varient entre 5 et 10 %, ce qui est en accord 
avec des valeurs deja decrites. Des valeurs similaires sont obtenues dans des cellules 
HEK 293 exprimant des OBR endogenes (14 + 3 %). 

5 La localisation des proteines de fusion OBR dans les cellules HeLa a ete etudiee par 
microscopie de fluorescence en utilisant les proteines de fusion avec YFP. La 
fluorescence due a OBR1-YFP est repartie ponctuellement dans les cellules tandis 
que celle due a OBRs-YFP est localisee dans des plaques. La stimulation par la 
leptine localise OBR1-YFP dans de grandes plaques intracellulaires correspondent 

10 probablement au compartiment endosomal. La localisation de OBRs-YFP ne change 
pas de maniere significative. Les resultats obtenus par microscopie a fluorescence 
confirment la localisation predominate de OBR dans le compartiment intracellulaire 
et sont coherents avec la localisation deja decrite de la proteine de fusion OBR1-GFP 
dans des cellules COS. 

15 L'expression fonctionnelle des proteines de fusion est evaluee par mesure de 
1'activation de la voie JAK-STAT. Les kinases JAK2 sont associees avec les 
domaines intracellulaires de OBRs et OBR1. La liaison de ligands induit la trans- 
phosphorylation de JAK2 et la phosphorylation de OBR1 mais pas d'OBRs. OBR1 
phosphoryle fournit ensuite un site d'accrochage pour les proteines STAT, qui sont 

20 activees par phosphorylation de la tyrosine apres liaison au recepteur. Les proteines 
STAT activees dimerisent alors et sont transloquees au noyau ou elles stimulent la 
transcription de genes par 1' intermediate d'elements de reponse au STAT comme 
decrit par Tartaglia (1997, J Biol Chem 272, 6093-6096). 

Comme le montre la figure 2c toutes les constructions OBRs induisent la 
25 phosphorylation de JAK2 ce qui indique une activation de JAK2. L'activite du gene 
rapporteur STAT3 est activee d'un facteur 2-4 par OBRl-wt et les proteines de fusion 
OBR1 tandis que les isoformes courtes n'ont pas d'effet sur l'activite du gene 
rapporteur. Ces resultats indiquent que les proteines de fusion OBR sont 
fonctionnellement exprimees dans les cellules HeLa. 
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Exemple 2: Pimerisation constitutive de OBR dans des cellules vivantes. 
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La dimerisation de OBR-Luc et OBR-YFP a ete etudiee dans des cellules vivantes. 
Des transferts d'6nergie significatifs ont ete observes entre OBRs-Luc et OBRs-YFP 
ainsi qu'entre OBRl-Luc et OBR1-YFP, exprimSs dans des quantites equimolaires, ce 
qui indique que des homo-dimeres constitutifs existent pour les deux recepteurs (Fig. 
5 3 a, b). L'existence des hetero-dimeres OBRs/OBRl dans les cellules vivantes est 
demontnte par la detection de BRET entre OBRs-Luc et OBR1-YFP ainsi qu'entre 
OBRl-Luc et OBRs-YFP. La spScificite de ces interactions est illustree par l'absence 
de transfert significatif entre OBRs-Luc et OBRl-Luc et une proteine fasion entre 
PYFP et le recepteur de l'insuline decrite recemment (Boute et al., 2001 
1 0 precedemment cites). 

Ces resultats indiquent que les isoformes courtes et longues sont impliques dans des 
hetero et homo complexes dans les cellules vivantes. 

Exemple 3: Effet de la liaison de la leptine sur le BRET constitute des OBR : 

Afm d'evaluer les effets agonistes sur le BRET constitutif, les cellules ont ete pre- 
incubees avec la leptine avant d'initier la reaction de la luciferase avec son substrat. 
Aucun changement dans le BRET constitutif n' est observe avec les homodimeres 
OBR1 et les deux combinaisons d'het^ro dimeres OBRs/OBRl alors que le 

BRET est augment^ avec les homo dimeres OBRs (Fig. 4 a). 
Les changements de BRET des homo dimeres OBRs induits par la leptine ont ensuite 
et6 mesures dans differentes preparations cellulaires. 

La rupture mecanique des cellules dans un tampon hypotonique ameliore de maniere 
significative Taugmentation du BRET par la leptine tandis que le BRET basal reste 
inchangS. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec la fraction membranaire apres separation 
du cytosol. Tandis que tous les couples OBRs-Luc/OBRs-YFP contribuent au BRET 
basal, seuls les recepteurs exposes a la surface de la cellule (5-1 0 %) peuvent etre 
stimules par la leptine qui est impermeable aux membranes dans des cellules intactes. 
La disruption des membranes cellulaires augmente la fraction d'OBR accessible a la 
leptine et qui est responsable de Paugmentation du BRET induit par la leptine. 
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Des resultats similaires ont ete obtenus sur cellules traitees avec la saponine. Ce 
composant fait des trous dans les membranes et permet la penetration des proteines 
comme la leptine dans les compartiments intracellulaires ou se trouve la majorite des 
OBRs. 

5 Aucun changement de BRET induit par la leptine n'a 6te observe dans des 
experiences analogues effectuees avec des preparations a partir de cellules exprimant 
des homo-dimeres OBR1 -ou des hetero-dimeres OBRs/OBRl. 
Les quantites de et les rapports de OBRs-Luc et OBRs-YFP ont ensuite ete modules 
afm d'optimiser le BRET induit par la leptine (Fig. 5a). Les meilleurs resultats sont 
10 obtenus quand 500 ng d'ADN codant pour OBRs-Luc et 250 ng d'ADN codant pour 
OBRs-YFP sont utilises. 

Dans ces conditions optimisees une concentration saturee de leptine induit une 
augmentation d'un facteur 2 - 2.5 du signal BRET basal dans des cellules incubees 
avec la saponine ou membranes preparees a partir de cellules exprimant des homo- 

15 dimeres OBRs. Cette augmentation est fonction du temps. Les valeurs maximales 
sont atteintes apres 20 minutes d'incubation avec InM leptine a temperature 
ambiante(Fig. 5b). Pour des concentrations superieures en leptine, les valeurs 
maximales sont obtenues apres 5 minutes d' incubation a temperature ambiante. 
L'effet de la leptine est dose-dependant avec un EC50 d' environ 100 pM (Fig. 5c), 

20 ce qui est en accord avec les valeurs de Ki obtenues avec les proteines de fusion 
OBRs-Luc (116 pM) et OBRsYFP (35 pM) (Fig 5 d). La specificite du test est 
demontr^e par V absence de BRET induite par le ligand par une concentration 
saturante de plusieurs cytokines et d'autres ligands de recepteurs membranaires tels 
que rerythropoietine, la trombopoi&ine, le GM-CSF, 1TL3, l'IL6, la PRL, le SCFa, 

25 l'EGF, 1'insuline, le LPS et le TNFa. 

La repartition des recepteurs en dimeres suit des lois statistiques, et a un rapport 1/1 
en nombre de recepteurs on s'attend k la repartition suivante si tous les recepteurs 
sont sous forme dimerique: 1/4 Luc/Luc, 1/4 YFP/YFP et 1/2 de recepteurs capables 
d'engendrer un signal de BRET (1/4 Luc/YFP, 1/4 YFP/Luc). Cependant lors des 

30 mesures de BRET, Tensemble des molecules fiisionnees a la Luc donnent un sienal 
de luminescence et done a un rapport 1/1 on observe la moitie des recepteurs capables 
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de BRET, sur une population donneuse totale. Aussi, pour augmenter le signal de 
BRET, on a realise des experiences de saturation des molecules Luc par les molecules 
YFP de fa<jon a avoir l'ensemble des molecules Luc sous forme de dimeres avec les 
molecules YFP (capables de BRET). Les r&ultats de la figure 6, montrent que le 
5 signal de BRET basal augmente lors de la saturation et que 1' induction par la leptine 
est proportionnelle au signal basal, avec une stimulation de 2-2,5 fois le BRET basal. 
A saturation on obtient une meilleure resolution du BRET basal et induit, permettant 
un criblage plus aise pour la recherche de molecules. 
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REVENDICATIONS 

i 

1. Proteines de fusion caracterisee en ce qu'elle est composee d'un recepteur de 
la leptine presentant un domaine intracellulaire court ou d'une forme soluble 
5 d'un tel recepteur contenant le site de liaison a la leptine., ou d'une partie 

substantielle d'un tel recepteur de la leptine, et d'une proteine donneur 
d'energie ou accepteur d'energie, ou d'une partie substantielle et active d'une 
proteine donneur d'energie ou accepteur d'energie. 

10 2. Proteine de fusion selon la revendication 1 caracterisee en ce que le recepteur 

de la leptine est une isoforme courte. 

3. Proteine de fusion selon la revendication 1 caracterisee en ce que le recepteur 
de la leptine est une isoforme comprenant un domaine intracellulaire Boxl, 

1 5 mais ne comprenant pas de domaine intracellulaire Box 3. 

4. Proteine de fusion selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que 
le recepteur de la leptine est 1' isoforme OBRs. 

20 5. Proteine de fusion selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 

le recepteur de la leptine est 1' isoforme OBRs humaine de sequence SEQ ED 
N°2, ou un variant de ce recepteur presentant une identite d'au moins 65% 
avec la sequence SEQ ID N°2 

25 

6. Proteine de fusion selon l'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 
la sequence du recepteur de la leptine est la sequences des acides amin6s 46 a 
866 de l'isoforme OBRs humaine de sequence SEQ ID N°2, ou un variant de 
cette sequence presentant une identite d'au moins 65%. 

30 
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7. Proteine de fusion selon l'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce le 
recepteur de la leptine presente la sequence SEQ ID N°4, ou un variant de 
cette sequence pr£sentant une identite d'au moins 65%. 

5 

8. Proline de fusion selon Tune des revendications 1 k 7 caracterisee en ce que 
la proteine est une luciferase. 

9. Proteine de fusion selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que 
1 0 la proteine est la GFP ou un mutant de cette proteine ou la DsRed 

10. Proteine de fusion selon l'une des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que 
le mutant de la GFP est la YFP, 1'EYFP, la GFP sauvage, la GFPS65T, ou la 
Topaz. 

15 

11. Proteine de fusion selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce 
qu'elle pr6sente la sequence SEQ ID N°6 ou un variant de cette sequence 
presentant une identite d'au moins 65%. 

20 12. Proteine de fusion selon l'une des revendications 1 a 7 caracterisee en ce 

qu'elle presente la sequence SEQ ID N°8 ou un variant de cette sequence 
presentant une identite d'au moins 65%. 

< 

13. Acide nucl6ique codant pour l'une des proteines selon l'une des 
25 revendications 1 a 12. 

14. Acide nucleique selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il presente la 
sequence SEQ ID N°5. 

30 15. Acide nucleique selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il presente la 

sequence SEQ ID N°7. 
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16. Acide nucleique presentant une identite d'au moins 65% avec une sequence 
selon Tune des revendications 14 et 15. 

5 1 7. Acide nucleique hybridant dans des conditions de forte stringence avec une 

sequence selon Tune des revendications 14 et 15. 

18. Cellule comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 13 a 17. 

10 19. Cellule exprimant une proteine selon Tune des revendications 1 a 12 

20. Fragments de cellules selon Tune des revendications 18 et 19. 

21. Lysat de cellules selon Tune des revendications 18 et 19. 

15 

22. Membranes de cellules selon Tune des revendications 18 et 19. 

23. Composition comprenant des cellules selon Tune des revendications 18 et 19 
et de la saponine. 

20 

24. Procede de determination de la liaison de composes au recepteur de la leptine 
comprenant les etapes consistant a : 

-mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie 
selon Tune des revendications 1 a 12, et une proteine de fusion accepteur 
25 d'energie selon Tune des revendications 1 a 12, ou des cellules, ou des fragments, 
ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle proteine, et 
eventuellement un substrat enzymatique adequat, et 
-a mesurer le transfert d'energie. 

30 25. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce que la proteine de fusion 

donneur d'energie est une proteine de fusion entre le recepteur de la leptine, 
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ou une partie substantielle du recepteur de la leptine et la luciferase ou une 
partie substantielle de la luciftrase. 

26. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre 
5 avec les cellules traitees avec de la saponine 

27. Procede selon la revendication 24 caracterisS en ce que la proline de fusion 
accepteur d'energie est une proteine de fusion entre le r6cepteur de la leptine, 
ou une partie substantielle du recepteur de la leptine et la YFP ou une partie 

1 0 substantielle de la YFP . 

28. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce que le substrat est la 
coelenterazine. 

15 29. Procede selon la revendication 24 caracterisde en ce que le transfert d'energie 

mesure en presence du compose a tester est compare k celui mesur6 en 
absence du compose a tester. 

30. Procede de criblage ou de detection de composes destines a la prevention et / 
20 ou au traitement de pathologies li6es a la leptine comprenant les etapes 

consistant a : 

-mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie 
selon Tune des revendications 1 a 12, et une proteine de fusion accepteur 
d'energie selon l'une des revendications 1 k 12, ou des cellules, ou des fragments, 
25 ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle proteine, et 
eventuellement un substrat enzymatique adSquat, et 
-a mesurer le transfert d'energie. 

31. Procede de criblage d'agonistes ou d'antagonistes du recepteur de la leptine 
30 comprenant les etapes consistant a : 
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-mettre en contact les agonistes ou d'antagonistes potentiels avec une proteine de 
fusion donneur d'energie selon l'une des revendications 1 a 12, et une proteine de 
fusion accepteur d'6nergie selon Tune des revendications 1 a 12, ou des cellules, 
ou des fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une 
5 telle proteine, et eventuellement un substrat enzymatique adequat, et 
-a mesurer le transfert d'&iergie. 

32. Utilisation de composes selectionnes par un procede consistant a : 

-mettre en contact ledit compost avec une proteine de fusion donneur d'energie 
10 selon Tune des revendications 1 a 12 et une proteine de fusion accepteur 

d'energie selon Tune des revendications 1 a 12, ou des cellules, ou des fragments, 

ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle proteine, et un 

eventuellement substrat enzymatique adequat, et 

-a mesurer le transfert d'energie, 
15 pour la fabrication d'un medicament pour la traitement curatif ou preventif de 

maladies lies a la leptine, ou a son recepteur. 

33. Procede de traitement curatif ou preventif de maladies lies a la leptine, ou a 
son recepteur, comprenant les etapes: 

20 -de selection dudit compost par un procede consistant a : 

+mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur d'energie 
selon l'une des revendications 1 a 12, et une proteine de fusion accepteur 
d'energie selon l'une des revendications 1 a 12, ou des cellules, ou des fragments, 
des lysats, ou des membranes de cellules comprenant une telle proteine, et un 

25 eventuellement substrat enzymatique adequat, et 
+a mesurer le transfert d'energie, et 

-d'administration dudit compose a un patient atteint par la dite maladie 
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Figure 3 
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FIGURE 4A 
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Figure 6 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> AVENTIS PHARMA S.A. 
INSERM 

<120> Procede de criblage d f agonistes et d' ant agonist es de la 
leptine 

<13 0> RecepteurLeptineBRET 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 2691 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2691) 

<400> 1 

atg att tgt caa aaa ttc tgt gtg gtt ttg tta cat tgg gaa ttt att 48 

Met lie Cys Gin Lys Phe Cys Val Val Leu Leu His Trp Glu Phe lie 

15 10 15 

tat gtg ata act gcg ttt aac ttg tea tat cca att act cct tgg aga 96 
Tyr Val lie Thr Ala Phe Asn Leu Ser Tyr Pro lie Thr Pro Trp Arg 

20 25 30 

ttt aag ttg tct tgc atg cca cca aat tea acc tat gac tac ttc ctt 144 
Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe Leu 
35 40 45 

ttg cct get gga etc tea aag aat act tea aat teg aat gga cat tat 192 
Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn Gly His Tyr 
50 55 60 

gag aca get gtt gaa cct aag ttt aat tea agt ggt act cac ttt tct 240 
Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe Ser 
65 70 75 80 

aac tta tec aaa aca act ttc cac tgt tgc ttt egg agt gag caa gat 288 
Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gin Asp 

85 90 95 

aga aac tgc tec tta tgt gca gac aac att gaa gga aag aca ttt gtt 336 
Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn lie Glu Gly Lys Thr Phe Val 

100 105 110 

tea aca gta aat tct tta gtt ttt caa caa ata gat gca aac tgg aac 384 
Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin lie Asp Ala Asn Trp Asn 
115 120 125 



ata cag tgc tgg eta aaa gga gac tta aaa tta ttc ate tgt tat gtg 432 
lie Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe lie Cys Tyr Val 
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130 135 140 

gag tea tta ttt aag aat eta ttc agg aat tat aac tat aag gtc cat 
Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn Tyr Lys Val His 
145 150 155 160 

ctt tta tat gtt ctg cct gaa gtg tta gaa gat tea cct ctg gtt ccc 
Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser Pro Leu Val Pro 

165 170 175 



tgt tgt gaa tgt ctt gtg cct gtg cca aca gec aaa etc aac gac act 
Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp Thr 
195 200 205 

etc ctt atg tgt ttg aaa ate aca tct ggt gga gta att ttc cag tea 
Leu Leu Met Cys Leu Lys lie Thr Ser Gly Gly Val He Phe Gin Ser 
210 215 220 

cct eta atg tea gtt cag ccc ata aat atg gtg aag cct gat cca cca 
Pro Leu Met Ser Val Gin Pro He Asn Met Val Lys Pro Asp Pro Pro 
225 230 235 240 

tta ggt ttg cat atg gaa ate aca gat gat ggt aat tta aag att tct 
Leu Gly Leu His Met Glu He Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys He Ser 

245 250 255 

tgg tec age cca cca ttg gta cca ttt cca ctt caa tat caa gtg aaa 
Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin Tyr Gin Val Lys 

260 265 270 

tat tea gag aat tct aca aca gtt ate aga gaa get gac aag att gtc 
Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val He Arg Glu Ala Asp Lys He Val 
275 280 285 

tea get aca tec ctg eta gta gac agt ata ctt cct ggg tct teg tat 
Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro Gly Ser Ser Tyr 
290 295 300 

gag gtt cag gtg agg ggc aag aga ctg gat ggc cca gga ate tgg agt 
Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly He Trp Ser 
305 310 315 320 

gac tgg agt act cct cgt gtc ttt acc aca caa gat gtc ata tac ttt 
Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp Val He Tyr Phe 

325 330 335 

cca cct aaa att ctg aca agt gtt ggg tct aat gtt tct ttt cac tgc 
Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His Cys 

340 345 350 



480 



528 



caa aaa ggc agt ttt cag atg gtt cac tgc aat tgc agt gtt cat gaa 576 
Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys Ser Val His Glu 

180 185 190 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



ate tat aag aag gaa aac aag att gtt ccc tea aaa gag att gtt tgg 1104 

He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys Glu He Val Trp 
355 360 365 

tgg atg aat tta get gag aaa att cct caa age cag tat gat gtt gtg 1152 

Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin Tyr Asp Val Val 
370 375 380 
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agt gat cat gtt age aaa gtt act ttt ttc aat ctg aat gaa acc aaa 1200 
Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys 
385 390 395 400 

cct cga gga aag ttt acc tat gat gca gtg tac tgc tgc aat gaa cat 1248 
Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His 

405 410 415 

gaa tgc cat cat cgc tat get gaa tta tat gtg att gat gtc aat ate 1296 
Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val lie Asp Val Asn lie 

420 425 430 

aat ate tea tgt gaa act gat ggg tac tta act aaa atg act tgc aga 1344 
Asn lie Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg 
435 440 445 

tgg tea acc agt aca ate cag tea ctt gcg gaa age act ttg caa ttg 1392 
Trp Ser Thr Ser Thr lie Gin Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gin Leu 
450 455 460 

agg tat cat agg age age ctt tac tgt tct gat att cca tct att cat 144 0 
Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He Pro Ser He His 
465 470 475 480 

ccc ata tct gag ccc aaa gat tgc tat ttg cag agt gat ggt ttt tat 1488 
Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser Asp Gly Phe Tyr 

485 490 495 

gaa tgc att ttc cag cca ate ttc eta tta tct ggc tac aca atg tgg 1536 
Glu Cys He Phe Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp 

500 505 510 

att agg ate aat cac tct eta ggt tea ctt gac tct cca cca aca tgt 1584 
He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys 
515 520 525 

gtc ctt cct gat tct gtg gtg aag cca ctg cct cca tec agt gtg aaa 1632 
Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys 
530 535 540 

gca gaa att act ata aac att gga tta ttg aaa ata tct tgg gaa aag 1680 
Ala Glu He Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He Ser Trp Glu Lys 
545 550 555 560 

cca gtc ttt cca gag aat aac ctt caa ttc cag att cgc tat ggt tta 1728 
Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin He Arg Tyr Gly Leu 

565 570 575 

agt gga aaa gaa gta caa tgg aag atg tat gag gtt tat gat gca aaa 1776 
Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val Tyr Asp Ala Lys 

580 585 590 

tea aaa tct gtc agt etc cca gtt cca gac ttg tgt gca gtc tat get 1824 
Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys Ala Val Tyr Ala 
595 600 605 

gtt cag gtg cgc tgt aag agg eta gat gga ctg gga tat tgg agt aat 1872 
Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn 
610 615 620 
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tgg age aat cca gec tac aca gtt gtc atg gat ata aaa gtt cct atg 1920 

Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp lie Lys Val Pro Met 

625 630 635 640 

aga gga cct gaa ttt tgg aga ata att aat gga gat act atg aaa aag 1968 

Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg lie lie A&n Gly Asp Thr Met Lys Lys 

645 650 655 

gag aaa aat gtc act tta ctt tgg aag ccc ctg atg aaa aat gac tea 2 016 

Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser 

660 665 670 

ttg tgc agt gtt cag aga tat gtg ata aac cat cat act tec tgc aat 2064 

Leu Cys Ser Val Gin Arg Tyr Val lie Asn His His Thr Ser Cys Asn 

675 680 685 

gga aca tgg tea gaa gat gtg gga aat cac acg aaa ttc act ttc ctg 2112 

Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu 

690 695 700 

tgg aca gag caa gca cat act gtt acg gtt ctg gee ate aat tea att 2160 

Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala lie Asn Ser lie 

705 710 715 720 

ggt get tct gtt gca aat ttt aat tta ace ttt tea tgg cct atg age 2208 

Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser 

725 730 735 

aaa gta aat ate gtg cag tea etc agt get tat cct tta aac age agt 2256 

Lys Val Asn lie Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser 

740 745 750 

tgt gtg att gtt tec tgg ata eta tea ccc agt gat tac aag eta atg 2304 

Cys Val lie Val Ser Trp He Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met 

755 760 765 

tat ttt att att gag tgg aaa aat ctt aat gaa gat ggt gaa ata aaa 2352 

Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu He Lys 

770 775 780 

tgg ctt aga ate tct tea tct gtt aag aag tat tat ate cat gat cat 2400 

Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr He His Asp His 

785 790 795 800 

ttt ate ccc att gag aag tac cag ttc agt ctt tac cca ata ttt atg 2448 

Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr Pro He Phe Met 

805 810 815 

gaa gga gtg gga aaa cca aag ata att aat agt ttc act caa gat gat 2496 

Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He He Asn Ser Phe Thr Gin Asp Asp 

820 825 830 

att gaa aaa cac cag agt gat gca ggt tta tat gta att gtg cca gta 2544 

He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val He Val Pro Val 

835 840 845 

att att tec tct tec ate tta ttg ctt gga aca tta tta ata tea cac 2592 
He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu Leu He Ser His 

850 855 860 



caa aga atg aaa aag eta ttt tgg gaa gat gtt ccg aac ccc aag aat 



2640 
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Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro Asn Pro Lys Asn 

865 870 875 880 

tgt tec tgg gca caa gga ctt aat ttt cag aag aga acg gac att ctt 2688 

Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg Thr Asp lie Leu 

885 890 895 



tga 



<210> 2 

<211> 896 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met lie Cys Gin Lys Phe Cys Val Val Leu Leu His Trp Glu Phe lie 
1 5 10 15 

Tyr Val lie Thr Ala Phe Asn Leu Ser Tyr Pro lie Thr Pro Trp Arg 

20 25 30 

Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe Leu 
35 40 45 

Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn Gly His Tyr 
50 55 60 

Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe Ser 
65 70 75 80 

Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gin Asp 

85 90 95 

Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn lie Glu Gly Lys Thr Phe Val 

100 105 110 

Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin lie Asp Ala Asn Trp Asn 
115 120 125 

lie Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe lie Cys Tyr Val 
130 135 140 

Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn Tyr Lys Val His 
145 150 155 160 

Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser Pro Leu Val Pro 

165 170 175 

Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys Ser Val His Glu 

180 185 190 

Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp Thr 
195 200 205 

Leu Leu Met Cys Leu Lys lie Thr Ser Gly Gly Val lie Phe Gin Ser 
210 215 220 

Pro Leu Met Ser Val Gin Pro lie Asn Met Val Lys Pro Asp Pro Pro 
225 230 235 240 



2691 
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Leu Gly Leu His Met Glu lie Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys lie Ser 

245 250 255 

Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin Tyr Gin Val Lys 

260 265 270 

Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val lie Arg Glu Ala Asp Lys lie Val 
275 280 285 

Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro Gly Ser Ser Tyr 
290 295 300 

Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly He Trp Ser 
305 310 315 320 

Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp Val He Tyr Phe 

325 330 335 

Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His Cys 

340 345 350 

He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys Glu He Val Trp 
355 360 365 

Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin Tyr Asp Val Val 
370 375 380 

Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys 
385 390 395 400 

Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His 

405 410 415 

Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val He Asp Val Asn He 

420 425 430 

Asn He Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg 
435 440 445 

Trp Ser Thr Ser Thr He Gin Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gin Leu 
450 455 460 

Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He Pro Ser lie His 
465 470 475 480 

Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser Asp Gly Phe Tyr 

485 490 495 

Glu Cys He Phe Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp 

500 505 510 

He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys 
515 520 525 

Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys 
530 535 540 

Ala Glu lie Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He Ser Trp Glu Lys 
545 550 555 560 
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Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin lie 

565 570 

Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val 

580 585 

Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys 
595 600 

Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 
610 615 620 

Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val 
625 630 

Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg lie 

645 



Glu Lys Asn Val 

660 

Leu Cys Ser Val 
675 



Thr Leu Leu Trp 



Gin Arg Tyr Val 

680 



Val Met Asp He 
635 

He Asn Gly Asp 
650 

Lys Pro Leu Met 
665 

He Asn His His 



Lys 
700 

Thr Val Leu Ala 
715 

Leu Thr Phe Ser 
730 

Ser Ala Tyr Pro 
74 5 

Ser Pro Ser Asp 



Leu Asn Glu Asp 

780 

Lys Lys Tyr Tyr 
795 

Phe Ser Leu Tyr 
810 

He Asn Ser Phe 
825 

Gly Leu Tyr Val 



Leu Gly Thr Leu 

860 



Arg Tyr Gly Leu 
575 

Tyr Asp Ala Lys 
590 

Ala Val Tyr Ala 
605 

Tyr Trp Ser Asn 



Lys Val Pro Met 

640 

Thr Met Lys Lys 
655 

Lys Asn Asp Ser 
670 

Thr Ser Cys Asn 
685 

Phe Thr Phe Leu 



He Asn Ser He 

720 

Trp Pro Met Ser 
735 

Leu Asn Ser Ser 
750 

Tyr Lys Leu Met 
765 

Gly Glu He Lys 



He His Asp His 

800 

Pro He Phe Met 
815 

Thr Gin Asp Asp 
830 

lie Val Pro Val 
845 

Leu He Ser His 



Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr 
690 695 

Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val 
705 710 

Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn 

725 

Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu 

740 

Cys Val He Val Ser Trp He Leu 
755 760 

Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn 

770 775 

Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val 
785 790 

Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin 

805 

Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He 

820 

He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala 
835 840 



He He Ser Ser Ser He Leu Leu 
850 855 



Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro Asn Pro Lys Asn 
865 870 875 880 

Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg Thr Asp He Leu 
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885 890 895 



<210> 3 
<211> 2751 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2757) 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : Proteine 
de fusion comprenant une partie d ! OBRs 

<400> 3 

atg gtt ctt gcc age tct acc acc age ate cac acc atg ctg etc ctg 

Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr Ser He His Thr Met Leu Leu Leu 
15 10 15 

etc ctg atg etc ttc cac ctg gga etc caa get tea ate teg gcg cgc 
Leu Leu Met Leu Phe His Leu Gly Leu Gin Ala Ser He Ser Ala Arg 

20 25 30 



acg aca ttt gtt tea aca gta aat tct tta gtt ttt caa caa ata gat 
Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin He Asp 
130 135 140 

gca aac tgg aac ata cag tgc tgg eta aaa gga gac tta aaa tta ttc 
Ala Asn Trp Asn He Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 

ate tgt tat gtg gag tea tta ttt aag aat eta ttc agg aat tat aac 
He Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 . 175 



48 



96 



cag gag cag aag ctt ate teg gag gag gac ctg acg cgt tat cca att 144 
Gin Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Thr Arg Tyr Pro He 
35 40 45 

act cct tgg aga ttt aag ttg tct tgc atg cca cca aat tea acc tat 192 
Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr 
50 55 60 

gac tac ttc ctt ttg cct get gga etc tea aag aat act tea aat teg 240 
Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser 
65 70 75 80 

aat gga cat tat gag aca get gtt gaa cct aag ttt aat tea agt ggt 288 
Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly 

85 90 95 

act cac ttt tct aac tta tec aaa aca act ttc cac tgt tgc ttt egg 336 
Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg 

100 105 110 

agt gag caa gat aga aac tgc tec tta tgt gca gac aac att gaa gga 384 
Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn He Glu Gly 
115 120 125 



432 



480 



528 
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tat aag gtc cat ctt tta tat gtt ctg cct gaa gtg tta gaa gat tea 576 
Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

cct ctg gtt ccc caa aaa ggc agt ttt cag atg gtt cac tgc aat tgc 624 
Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

a £Jt SJtt cat gaa tgt tgt gaa tgt ctt gtg cct gtg cca aca gec aaa 672 
Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 

etc aac gac act etc ctt atg tgt ttg aaa ate aca tct ggt gga gta 720 
Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys lie Thr Ser Gly Gly Val 
225 230 235 240 

att ttc egg tea cct eta atg tea gtt cag ccc ata aat atg gtg aag 768 
lie Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro lie Asn Met Val Lys 

245 250 255 

cct gat cca cca tta ggt ttg cat atg gaa ate aca gat gat ggt aat 816 
Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu lie Thr Asp Asp Gly Asn 

260 265 270 

tta aag att tct tgg tec age cca cca ttg gta cca ttt cca ctt caa 864 
Leu Lys lie Ser Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin 
275 280 285 

tat caa gtg aaa tat tea gag aat tct aca aca gtt ate aga gaa get 912 
Tyr Gin Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val lie Arg Glu Ala 
290 295 300 

gac aag att gtc tea get aca tec ctg eta gta gac agt ata ctt cct 960 
Asp Lys lie Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser lie Leu Pro 
305 310 315 320 

ggg tct teg tat gag gtt cag gtg agg ggc aag aga ctg gat ggc cca 1008 
Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 

gga ate tgg agt gac tgg agt act cct cgt gtc ttt acc aca caa gat 1056 
Gly lie Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 

gtc ata tac ttt cca cct aaa att ctg aca agt gtt ggg tct aat gtt 1104 
Val lie Tyr Phe Pro Pro Lys lie Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

tct ttt cac tgc ate tat aag aag gaa aac aag att gtt ccc tea aaa 1152 
Ser Phe His Cys lie Tyr Lys Lys Glu Asn Lys lie Val Pro Ser Lys 
370 375 380 

gag att gtt tgg tgg atg aat tta get gag aaa att cct caa age cag 1200 
Glu lie Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys lie Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 

tat gat gtt gtg agt gat cat gtt age aaa gtt act ttt ttc aat ctg 124 8 
Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 
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aat gaa acc aaa cct cga gga aag ttt acc tat gat gca gtg tac tgc 1296 
Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 

tgc aat gaa cat gaa tgc cat cat cgc tat get gaa tta tat gtg att 1344 
Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val lie 
435 440 445 

gat gtc aat ate aat ate tea tgt gaa act gat ggg tac tta act aaa 1392 
Asp Val Asn He Asn He Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 
450 455 460 



atg act tgc aga tgg tea acc agt aca ate cag tea ctt gcg gaa age 
Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr He Gin Ser Leu Ala Glu Ser 
465 470 475 480 

act ttg caa ttg agg tat cat agg age age ctt tac tgt tct gat att 
Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He 

485 490 495 



tat gat gca aaa tea aaa tct gtc agt etc cca gtt cca gac ttg tgt 
Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys 
610 615 620 

gca gtc tat get gtt cag gtg cgc tgt aag agg eta gat gga ctg gga 
Ala Val Tyr Ala Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 
625 630 635 640 

tat tgg agt aat tgg age aat cca gee tac aca gtt gtc atg gat ata 
Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp He 

645 650 655, 

aaa gtt cct atg aga gga cct gaa ttt tgg aga ata att aat gga gat 



1440 



1488 



cca tct att cat ccc ata tct gag ccc aaa gat tgc tat ttg cag agt 1536 
Pro Ser He His Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 

500 505 510 

gat ggt ttt tat gaa tgc att ttc cag cca ate ttc eta tta tct ggc 1584 
Asp Gly Phe Tyr Glu Cys He Phe Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly 
515 520 525 

tac aca atg tgg att agg ate aat cac tct eta ggt tea ctt gac tct 1632 
Tyr Thr Met Trp He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser 
530 535 540 

cca cca aca tgt gtc ctt cct gat tct gtg gtg aag cca ctg cct cca 1680 
Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro 
545 550 555 560 

tec agt gtg aaa gca gaa att act ata aac att gga tta ttg aaa ata 1728 
Ser Ser Val Lys Ala Glu He Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He 

565 570 575 

tct tgg gaa aag cca gtc ttt cca gag aat aac ctt caa ttc cag att 1776 
Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin He 

580 585 590 

cgc tat ggt tta agt gga aaa gaa gta caa tgg aag atg tat gag gtt 1824 
Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val 
595 600 605 



1872 



1920 



1968 



2016 
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Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg He He Asn Gly Asp 

660 665 670 

act atg aaa aag gag aaa aat gtc act tta ctt tgg aag ccc ctg atg 2064 
Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met 
675 680 685 

aaa aat gac tea ttg tgc agt gtt cag aga tat gtg ata aac cat cat 2112 
Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gin Arg Tyr Val He Asn His His 
690 695 700 

act tec tgc aat gga aca tgg tea gaa gat gtg gga aat cac acg aaa 2160 
Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys 
705 710 715 720 

ttc act ttc ctg tgg aca gag caa gca cat act gtt acg gtt ctg gee 2208 
Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala 

725 730 735 

ate aat tea att ggt get tct gtt gca aat ttt aat tta ace ttt tea 2256 
He Asn Ser He Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

740 745 750 

tgg cct atg age aaa gta aat ate gtg cag tea etc agt get tat cct 23 04 
Trp Pro Met Ser Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
755 760 765 

tta aac age agt tgt gtg att gtt tec tgg ata eta tea ccc agt gat 2352 
Leu Asn Ser Ser Cys Val He Val Ser Trp He Leu Ser Pro Ser Asp 
770 775 780 

tac aag eta atg tat ttt att att gag tgg aaa aat ctt aat gaa gat 2400 
Tyr Lys Leu Met Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
785 790 795 800 

ggt gaa ata aaa tgg ctt aga ate tct tea tct gtt aag aag tat tat 2448 
Gly Glu He Lys Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

805 810 815 

ate cat gat cat ttt ate ccc att gag aag tac cag ttc agt ctt tac 2496 
He His Asp His Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr 

820 825 830 

cca ata ttt atg gaa gga gtg gga aaa cca aag ata att aat agt ttc 2544 
Pro He Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He He Asn Ser Phe 
835 840 845 

act caa gat gat att gaa aaa cac cag agt gat gca ggt tta tat gta 2592 
Thr Gin Asp Asp He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val 
850 855 860 

att gtg cca gta att att tec tct tec ate tta ttg ctt gga aca tta 2640 
He Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 
865 870 875 880 

tta ata tea cac caa aga atg aaa aag eta ttt tgg gaa gat gtt ccg 2688 
Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 

885 890 895 

aac ccc aag aat tgt tec tgg gca caa gga ctt aat ttt cag aag aga 2736 
Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 
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900 905 910 

acg gac att ctt tga 2751 
Thr Asp He Leu 
915 



<210> 4 
<211> 916 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle : Proteine 
de fusion comprenant une partie d'OBRs 

<400> 4 

Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr Ser He His Thr Met Leu Leu Leu 
15 10 15 

Leu Leu Met Leu Phe His Leu Gly Leu Gin Ala Ser He Ser Ala Arg 

20 25 30 

Gin Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Thr Arg Tyr Pro He 
35 40 45 

Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr 
50 55 60 

Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser 
65 70 75 80 

Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly 

85 90 95 

Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg 

100 105 HO 

Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn He Glu Gly 
115 120 125 

Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin He Asp 
130 135 140 

Ala Asn Trp Asn He Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 

He Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 175 

Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 

Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys He Thr Ser Gly Gly Val 

225 230 235 240 

He Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro He Asn Met Val Lys 
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255 



Pro Asp Pro Pro Leu Gly 

260 

Leu Lys lie Ser Trp Ser 
275 

Tyr Gin Val Lys Tyr Ser 
290 



Leu His Met Glu He 
265 

Ser Pro Pro Leu Val 
280 

Glu Asn Ser Thr Thr 
295 



Thr Asp Asp Gly Asn 
270 

Pro Phe Pro Leu Gin 
285 

Val He Arg Glu Ala 
300 



Asp Lys He Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro 
305 310 315 320 

Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 

Gly He Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 

Val He Tyr Phe Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

Ser Phe His Cys He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys 
370 375 380 

Glu He Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 

Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 

Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 

Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val He 
435 440 445 

Asp Val Asn He Asn He Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 
450 455 460 

Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr He Gin Ser Leu Ala Glu Ser 
465 470 475 480 

Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He 

485 490 495 



Pro Ser He His Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 

500 505 510 



Asp Gly Phe Tyr Glu Cys He Phe 
515 520 

Tyr Thr Met Trp He Arg He Asn 
530 535 

Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp 
545 550 

Ser Ser Val Lys Ala Glu He Thr 

565 



Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly 

525 

His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser 

540 

Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro 
555 560 

He Asn He Gly Leu Leu Lys He 
570 575 
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Ser Trp Glu Lys 

580 

Arg Tyr Gly Leu 
595 

Tyr Asp Ala Lys 
610 



Pro Val Phe Pro 



Ser Gly Lys Glu 

600 

Ser Lys Ser Val 
615 



Glu Asn Asn Leu 
585 

Val Gin Trp Lys 



Ser Leu Pro Val 

620 



Gin Phe Gin He 
590 

Met Tyr Glu Val 
605 

Pro Asp Leu Cys 



Ala Val Tyr Ala Val Gin Val Arg 
625 630 

Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro 

645 

Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu 

660 



Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 
635 640 

Ala Tyr Thr Val Val Met Asp He 
650 655 

Phe Trp Arg lie He Asn Gly Asp 
665 670 



Thr Met Lys Lys Glu 
675 

Lys Asn Asp Ser Leu 
690 

Thr Ser Cys Asn Gly 
705 

Phe Thr Phe Leu Trp 

725 

He Asn Ser He Gly 

740 

Trp Pro Met Ser Lys 
755 

Leu Asn Ser Ser Cys 

770 

Tyr Lys Leu Met Tyr 
785 

Gly Glu He Lys Trp 

805 



Lys Asn Val Thr Leu 
680 

Cys Ser Val Gin Arg 
695 

Thr Trp Ser Glu Asp 
710 

Thr Glu Gin Ala His 

730 

Ala Ser Val Ala Asn 

745 

Val Asn He Val Gin 
760 

Val He Val Ser Trp 
775 

Phe He He Glu Trp 
790 

Leu Arg He Ser Ser 

810 



Leu Trp Lys Pro Leu Met 
685 

Tyr Val He Asn His His 
700 

Val Gly Asn His Thr Lys 
715 720 

Thr Val Thr Val Leu Ala 

735 

Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

750 

Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
765 

He Leu Ser Pro Ser Asp 
780 

Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
795 800 

Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

815 



He His Asp His 

820 

Pro He Phe Met 
835 



Thr Gin Asp Asp 
850 



Phe He Pro He 



Glu Gly Val Gly 

840 

He Glu Lys His 
855 



Glu Lys Tyr Gin 
825 

Lys Pro Lys He 



Gin Ser Asp Ala 

860 



Phe Ser Leu Tyr 
830 

He Asn Ser Phe 
845 

Gly Leu Tyr Val 



He Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 
865 870 875 880 

Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 

885 890 895 
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Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 

900 905 910 

Thr Asp lie Leu 
915 



<210> 5 
<211> 3705 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle : f usionOBRluc 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (3705) 

<400> 5 

atg gtt ctt gcc age tct acc acc age ate cac acc atg ctg etc ctg 48 
Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr Ser He His Thr Met Leu Leu Leu 
15 10 15 

etc ctg atg etc ttc cac ctg gga etc caa get tea ate teg gcg cgc 96 
Leu Leu Met Leu Phe His Leu Gly Leu Gin Ala Ser He Ser Ala Arg 

20 25 30 

cag gag cag aag ctt ate teg gag gag gac ctg acg cgt tat cca att 144 
Gin Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Thr Arg Tyr Pro He 
35 40 45 

act cct tgg aga ttt aag ttg tct tgc atg cca cca aat tea acc tat 192 
Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr 
50 55 60 

gac tac ttc ctt ttg cct get gga etc tea aag aat act tea aat teg 24 0 
Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser 
65 70 75 80 

aat gga cat tat gag aca get gtt gaa cct aag ttt aat tea agt ggt 288 
Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly 

85 90 95 

act cac ttt tct aac tta tec aaa aca act ttc cac tgt tgc ttt egg 336 
Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg 

100 105 110 

agt gag caa gat aga aac tgc tec tta tgt gca gac aac att gaa gga 384 
Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn He Glu Gly 
115 120 125 

acg aca ttt gtt tea aca gta aat tct tta gtt ttt caa caa ata gat 432 
Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin He Asp 
130 135 140 

gca aac tgg aac ata cag tgc tgg eta aaa gga gac tta aaa tta ttc 480 
Ala Asn Trp Asn He Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 
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ate tgt tat gtg gag tea tta ttt aag aat eta ttc agg aat tat aac 
He Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 175 



528 



tat aag gtc cat ctt tta tat gtt ctg cct gaa gtg tta gaa gat tea 576 
Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

cct ctg gtt ccc caa aaa ggc agt ttt cag atg gtt cac tgc aat tgc 624 
Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

agt gtt cat gaa tgt tgt gaa tgt ctt gtg cct gtg cca aca gec aaa 672 
Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 



etc aac gac act etc ctt atg tgt ttg aaa ate aca tct ggt gga gta 
Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys He Thr Ser Gly Gly Val 
225 230 235 240 

att ttc egg tea cct eta atg tea gtt cag ccc ata aat atg gtg aag 
He Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro He Asn Met Val Lys 

245 250 255 

cct gat cca cca tta ggt ttg cat atg gaa ate aca gat gat ggt aat 
Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu He Thr Asp Asp Gly Asn 

260 265 270 

tta aag att tct tgg tec age cca cca ttg gta cca ttt cca ctt caa 
Leu Lys He Ser Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin 
275 280 285 

tat caa gtg aaa tat tea gag aat tct aca aca gtt ate aga gaa get 
Tyr Gin Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val He Arg Glu Ala 
290 295 300 

gac aag att gtc tea get aca tec ctg eta gta gac agt ata ctt cct 
Asp Lys He Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro 
305 310 315 320 

ggg tct teg tat gag gtt cag gtg agg ggc aag aga ctg gat ggc cca 
Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 



gag att gtt tgg tgg atg aat tta get gag aaa att cct caa age cag 
Glu He Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



gga ate tgg agt gac tgg agt act cct cgt gtc ttt ace aca caa gat 1056 
Gly He Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 

gtc ata tac ttt cca cct aaa att ctg aca agt gtt ggg tct aat gtt 1104 
Val He Tyr Phe Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

tct ttt cac tgc ate tat aag aag gaa aac aag att gtt ccc tea aaa 1152 
Ser Phe His Cys He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys 
370 375 380 



1200 
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tat gat gtt gtg agt gat cat gtt age aaa gtt act ttt ttc aat ctg 1248 

Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 

aat gaa acc aaa cct cga gga aag ttt acc tat gat gca gtg tac tgc 1296 

Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 

tgc aat gaa cat gaa tgc cat cat cgc tat get gaa tta tat gtg att 1344 

Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val lie 

435 440 445 

gat gtc aat ate aat ate tea tgt gaa act gat ggg tac tta act aaa 1392 

Asp Val Asn lie Asn lie Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 

450 455 460 

atg act tgc aga tgg tea acc agt aca ate cag tea ctt gcg gaa age 1440 

Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr lie Gin Ser Leu Ala Glu Ser 

465 470 475 480 

act ttg caa ttg agg tat cat agg age age ctt tac tgt tct gat att 1488 

Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp lie 

485 490 495 

cca tct att cat ccc ata tct gag ccc aaa gat tgc tat ttg cag agt 1536 

Pro Ser lie His Pro lie Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 

500 505 510 

gat ggt ttt tat gaa tgc att ttc cag cca ate ttc eta tta tct ggc 1584 

Asp Gly Phe Tyr Glu Cys lie Phe Gin Pro lie Phe Leu Leu Ser Gly 

515 520 525 

tac aca atg tgg att agg ate aat cac tct eta ggt tea ctt gac tct 1632 

Tyr Thr Met Trp He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser 

530 535 540 

cca cca aca tgt gtc ctt cct gat tct gtg gtg aag cca ctg cct cca 1680 

Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro 

545 550 555 560 

tec agt gtg aaa gca gaa att act ata aac att gga tta ttg aaa ata 1728 

Ser Ser Val Lys Ala Glu He Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He 

565 570 575 

tct tgg gaa aag cca gtc ttt cca gag aat aac ctt caa ttc cag att 1776 

Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin He 

580 585 590 

cgc tat ggt tta agt gga aaa gaa gta caa tgg aag atg tat gag gtt 1824 

Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val 

595 600 605 

tat gat gca aaa tea aaa tct gtc agt etc cca gtt cca gac ttg tgt 1872 
Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys 

610 615 620 

gca gtc tat get gtt cag gtg cgc tgt aag agg eta gat gga ctg gga 1920 

Ala Val Tyr Ala Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 

625 630 635 640 



tat tgg agt aat tgg age aat cca gec tac aca gtt gtc atg gat ata 



1968 
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Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp lie 

645 650 655 

aaa gtt cct atg aga gga cct gaa ttt tgg aga ata att aat gga gat 2016 
Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg He He Asn Gly Asp 

660 665 670 

act atg aaa aag gag aaa aat gtc act tta ctt tgg aag ccc ctg atg 2064 
Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met 
675 680 685 

aaa aat gac tea ttg tgc agt gtt cag aga tat gtg ata aac cat cat 2112 
Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gin Arg Tyr Val He Asn His His 
690 695 700 



act tec tgc aat gga aca tgg tea gaa gat gtg gga aat cac acg aaa 
Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys 
705 710 715 720 

ttc act ttc ctg tgg aca gag caa gca cat act gtt acg gtt ctg gec 
Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala 

725 730 735 

ate aat tea att ggt get tct gtt gca aat ttt aat tta acc ttt tea 
He Asn Ser He Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

740 745 750 

tgg cct atg age aaa gta aat ate gtg cag tea etc agt get tat cct 
Trp Pro Met Ser Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
755 760 765 

tta aac age agt tgt gtg att gtt tec tgg ata eta tea ccc agt gat 
Leu Asn Ser Ser Cys Val He Val Ser Trp He Leu Ser Pro Ser Asp 
770 775 780 

tac aag eta atg tat ttt att att gag tgg aaa aat ctt aat gaa gat 
Tyr Lys Leu Met Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
785 790 795 800 

ggt gaa ata aaa tgg ctt aga ate tct tea tct gtt aag aag tat tat 
Gly Glu He Lys Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

805 810 815 

ate cat gat cat ttt ate ccc att gag aag tac cag ttc agt ctt tac 
He His Asp His Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr 

820 825 830 



att gtg cca gta att att tec tct tec ate tta ttg ctt gga aca tta 

He Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 

865 870 875 880 

tta ata tea cac caa aga atg aaa aag eta ttt tgg gaa gat gtt ccg 

Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 



2160 



2208 



2256 



2304 



2352 



2400 



2448 



2496 



cca ata ttt atg gaa gga gtg gga aaa cca aag ata att aat agt ttc 2544 
Pro He Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He He Asn Ser Phe 
835 840 845 

act caa gat gat att gaa aaa cac cag agt gat gca ggt tta tat gta 2592 
Thr Gin Asp Asp He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val 
850 855 860 



2640 



2688 



H i\ 1 
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885 



890 



895 



aac ccc aag aat tgt tec tgg gca caa gga ctt aat ttt cag aag aga 
Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 

900 905 910 



2736 



acg gac att ctg gat cca ccg get aga gec acc atg acc age aag gtg 
Thr Asp lie Leu Asp Pro Pro Ala Arg Ala Thr Met Thr Ser Lys Val 
915 920 925 



2784 



tac gac ccc gag cag agg aag agg atg ate acc ggc ccc cag tgg tgg 2832 
Tyr Asp Pro Glu Gin Arg Lys Arg Met lie Thr Gly Pro Gin Trp Trp 
930 935 940 

gec agg tgc aag cag atg aac gtg ctg gac age ttc ate aac tac tac 2880 
Ala Arg Cys Lys Gin Met Asn Val Leu Asp Ser Phe lie Asn Tyr Tyr 
945 950 955 960 

gac age gag aag cac gec gag aac gee gtg ate ttc ctg cac ggc aac 2928 
Asp Ser Glu Lys His Ala Glu Asn Ala Val lie Phe Leu His Gly Asn 

965 970 975 

gec get age age tac ctg tgg agg cac gtg gtg ccc cac ate gag ccc 2976 
Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Trp Arg His Val Val Pro His lie Glu Pro 

980 985 990 

gtg gee agg tgc ate ate ccc gat ctg ate ggc atg ggc aag age ggc 3024 
Val Ala Arg Cys lie lie Pro Asp Leu lie Gly Met Gly Lys Ser Gly 
995 1000 1005 

aag age ggc aac ggc age tac agg ctg ctg gac cac tac aag tac ctg 3072 
Lys Ser Gly Asn Gly Ser Tyr Arg Leu Leu Asp His Tyr Lys Tyr Leu 
1010 1015 1020 

acc gee tgg ttc gag etc ctg aac ctg ccc aag aag ate ate ttc gtg 312 0 
Thr Ala Trp Phe Glu Leu Leu Asn Leu Pro Lys Lys lie lie Phe Val 
1025 1030 1035 1040 

ggc cac gac tgg ggc gec tgc ctg gee ttc cac tac age tac gag cac 3168 
Gly His Asp Trp Gly Ala Cys Leu Ala Phe His Tyr Ser Tyr Glu His 

1045 1050 1055 

cag gac aag ate aag gec ate gtg cac gee gag age gtg gtg gac gtg 3216 
Gin Asp Lys He Lys Ala He Val His Ala Glu Ser Val Val Asp Val 

1060 1065 1070 

ate gag age tgg gac gag tgg cca gac ate gag gag gac ate gec ctg 3264 
He Glu Ser Trp Asp Glu Trp Pro Asp He Glu Glu Asp He Ala Leu 
1075 1080 1085 

ate aag age gag gag ggc gag aag atg gtg ctg gag aac aac ttc ttc 3312 
He Lys Ser Glu Glu Gly Glu Lys Met Val Leu Glu Asn Asn Phe Phe 
1090 1095 1100 

gtg gag acc atg ctg ccc age aag ate atg aga aag ctg gag ccc gag 3360 
Val Glu Thr Met Leu Pro Ser Lys He Met Arg Lys Leu Glu Pro Glu 
1105 1110 1115 1120 

gag ttc gee gee tac ctg gag ccc ttc aag gag aag ggc gag gtg aga 3408 
Glu Phe Ala Ala Tyr Leu Glu Pro Phe Lys Glu Lys Gly Glu Val Arg 

1125 1130 1135 
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aga ccc acc ctg age tgg ccc aga gag ate ccc ctg gtg aag ggc ggc 3456 
Arg Pro Thr Leu Ser Trp Pro Arg Glu lie Pro Leu Val Lys Gly Gly 

1140 H45 1150 

aag ccc gac gtg gtg cag ate gtg aga aac tac aac gee tac ctg aga 3504 
Lys Pro Asp Val Val Gin He Val Arg Asn Tyr Asn Ala Tyr Leu Arg 
1155 1160 1165 

gec age gac gac ctg ccc aag atg ttc ate gag age gac ccc ggc ttc 3552 
Ala Ser Asp Asp Leu Pro Lys Met Phe He Glu Ser Asp Pro Gly Phe 
1170 H75 1180 



ttc age aac gec ate gtg gag ggc gee aag aag ttc ccc aac acc gag 
Phe Ser Asn Ala He Val Glu Gly Ala Lys Lys Phe Pro Asn Thr Glu 
1185 1190 H95 1200 



3600 



ttc gtg aag gtg aag ggc ctg cac ttc age cag gag gac gee ccc gac 3648 
Phe Val Lys Val Lys Gly Leu His Phe Ser Gin Glu Asp Ala Pro Asp 

1205 1210 1215 

gag atg ggc aag tac ate aag age ttc gtg gag aga gtg ctg aag aac 3696 
Glu Met Gly Lys Tyr He Lys Ser Phe Val Glu Arg Val Leu Lys Asn 

1220 1225 1230 

gag cag taa 3705 
Glu Gin 

1235 



<210> 6 
<211> 1234 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<223> Description de la sequence 
artificielle : fusionOBRluc 

<400> 6 

Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr Ser He His Thr Met Leu Leu Leu 
1 5 10 15 

Leu Leu Met Leu Phe His Leu Gly Leu Gin Ala Ser He Ser Ala Arg 

20 25 30 

Gin Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Thr Arg Tyr Pro He 
35 40 45 

Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr 
50 55 60 

Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser 
65 70 75 80 

Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly 

85 90 95 

Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg 

100 . 105 HO 

Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn He Glu Gly 
115 120 125 
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Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin lie Asp 
130 135 140 

Ala Asn Trp Asn lie Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 

lie Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 175 

Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 

Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys lie Thr Ser Gly Gly Val 
225 230 235 240 

lie Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro lie Asn Met Val Lys 

245 250 255 

Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu He Thr Asp Asp Gly Asn 

260 265 270 

Leu Lys He Ser Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin 
275 280 285 

Tyr Gin Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val He Arg Glu Ala 
290 295 300 

Asp Lys He Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro 
305 310 315 320 

Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 

Gly He Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 

Val He Tyr Phe Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

Ser Phe His Cys He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys 
370 375 380 

Glu He Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 

Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 

Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 



Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val He 
435 440 445 
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Asp Val Asn He Asn He Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 
450 455 460 

Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr He Gin Ser Leu Ala Glu Ser 
465 470 475 480 

Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He 

485 490 495 

Pro Ser He His Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 

500 505 510 

Asp Gly Phe Tyr Glu Cys He Phe Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly 
515 520 525 

Tyr Thr Met Trp He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser 
530 535 540 

Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro 
545 550 555 560 

Ser Ser Val Lys Ala Glu He Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He 

565 570 575 

Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin He 

580 585 590 

Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val 
595 600 605 

Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys 
610 615 620 

Ala Val Tyr Ala Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 
625 630 635 640 

Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp He 

645 650 655 

Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg He He Asn Gly Asp 

660 665 670 

Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met 
675 680 685 

Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gin Arg Tyr Val He Asn His His 
690 695 700 

Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys 
705 710 715 720 

Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala 

725 730 735 

He Asn Ser He Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

740 745 750 

Trp Pro Met Ser Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
755 760 765 

Leu Asn Ser Ser Cys Val He Val Ser Trp He Leu Ser Pro Ser Asp 
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770 775 780 

Tyr Lys Leu Met Tyr Phe lie lie Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
785 790 795 800 

Gly Glu lie Lys Trp Leu Arg lie Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

805 810 815 

lie His Asp His Phe lie Pro lie Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr 

820 825 830 

Pro He Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He He Asn Ser Phe 
835 840 845 

Thr Gin Asp Asp He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val 
850 855 860 

He Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 
865 870 875 880 

Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 

885 890 895 

Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 

900 905 910 

Thr Asp He Leu Asp Pro Pro Ala Arg Ala Thr Met Thr Ser Lys Val 
915 920 925 

Tyr Asp Pro Glu Gin Arg Lys Arg Met He Thr Gly Pro Gin Trp Trp 
930 935 940 

Ala Arg Cys Lys Gin Met Asn Val Leu Asp Ser Phe He Asn Tyr Tyr 
945 950 955 960 

Asp Ser Glu Lys His Ala Glu Asn Ala Val He Phe Leu His Gly Asn 

965 970 975 

Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Trp Arg His Val Val Pro His He Glu Pro 

980 985 990 

Val Ala Arg Cys He He Pro Asp Leu He Gly Met Gly Lys Ser Gly 
995 1000 1005 

Lys Ser Gly Asn Gly Ser Tyr Arg Leu Leu Asp His Tyr Lys Tyr Leu 
1010 1015 1020 

Thr Ala Trp Phe Glu Leu Leu Asn Leu Pro Lys Lys He He Phe Val 
025 1030 1035 1040 

Gly His Asp Trp Gly Ala Cys Leu Ala Phe His Tyr Ser Tyr Glu His 

1045 1050 1055 

Gin Asp Lys He Lys Ala He Val His Ala Glu Ser Val Val Asp Val 

1060 1065 1070 

He Glu Ser Trp Asp Glu Trp Pro Asp He Glu Glu Asp He Ala Leu 
1075 1080 1085 

He Lys Ser Glu Glu Gly Glu Lys Met Val Leu Glu Asn Asn Phe Phe 
1090 1095 1100 
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Val Glu Thr Met Leu Pro Ser Lys lie Met Arg Lys Leu Glu Pro Glu 
105 1110 1115 1120 

Glu Phe Ala Ala Tyr Leu Glu Pro Phe Lys Glu Lys Gly Glu Val Arg 

1125 1130 1135 



Arg Pro Thr Leu Ser Trp Pro Arg Glu lie Pro Leu Val Lys Gly Gly 

1140 1145 1150 

Lys Pro Asp Val Val Gin lie Val Arg Asn Tyr Asn Ala Tyr Leu Arg 
1155 1160 1165 

Ala Ser Asp Asp Leu Pro Lys Met Phe He Glu Ser Asp Pro Gly Phe 
1170 1175 1180 

Phe Ser Asn Ala He Val Glu Gly Ala Lys Lys Phe Pro Asn Thr Glu 
185 1190 1195 1200 



Phe Val Lys Val Lys Gly Leu His Phe Ser Gin Glu Asp Ala Pro Asp 

1205 1210 1215 

Glu Met Gly Lys Tyr He Lys Ser Phe Val Glu Arg Val Leu Lys Asn 

1220 1225 1230 

Glu Gin 



<210> 7 
<211> 3486 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle : f usionOBRyf p 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (3486) 



<400> 7 

atg gtt ctt gcc age tct acc acc 
Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr 
1 5 

etc ctg atg etc ttc cac ctg gga 
Leu Leu Met Leu Phe His Leu Gly 

20 



age ate cac acc atg ctg etc ctg 48 

Ser He His Thr Met Leu Leu Leu 
10 15 

etc caa get tea ate teg gcg cgc 96 

Leu Gin Ala Ser He Ser Ala Arg 
25 30 



cag gag cag aag ctt ate teg gag gag gac ctg acg cgt tat cca att 144 

Gin Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Thr Arg Tyr Pro He 
35 40 45 

act cct tgg aga ttt aag ttg tct tgc atg cca cca aat tea acc tat 192 

Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr 
50 55 .60 

gac tac ttc ctt ttg cct get gga etc tea aag aat act tea aat teg 24 0 

Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asii Ser 
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65 70 75 80 

aat gga cat tat gag aca get gtt gaa cct aag ttt aat tea agt ggt 

Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly 

85 90 95 



288 



act cac ttt tct aac tta tec aaa aca act ttc cac tgt tgc ttt egg 336 
Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg 

100 105 110 

agt gag caa gat aga aac tgc tec tta tgt gca gac aac att gaa gga 384 
Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn lie Glu Gly 
115 120 125 

acg aca ttt gtt tea aca gta aat tct tta gtt ttt caa caa ata gat 432 
Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin lie Asp 
130 135 140 

gca aac tgg aac ata cag tgc tgg eta aaa gga gac tta aaa tta ttc 480 
Ala Asn Trp Asn lie Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 

ate tgt tat gtg gag tea tta ttt aag aat eta ttc agg aat tat aac 528 
lie Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 175 

tat aag gtc cat ctt tta tat gtt ctg cct gaa gtg tta gaa gat tea 576 
Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

cct ctg gtt ccc caa aaa ggc agt ttt cag atg gtt cac tgc aat tgc 624 
Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

agt gtt cat gaa tgt tgt gaa tgt ctt gtg cct gtg cca aca gee aaa 672 
Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 

etc aac gac act etc ctt atg tgt ttg aaa ate aca tct ggt gga gta 720 
Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys lie Thr Ser Gly Gly Val 
225 230 235 240 

att ttc egg tea cct eta atg tea gtt cag ccc ata aat atg gtg aag 768 
lie Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro He Asn Met Val Lys 

245 250 255 

cct gat cca cca tta ggt ttg cat atg gaa ate aca gat gat ggt aat 816 
Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu He Thr Asp Asp Gly Asn 

260 265 270 

tta aag att tct tgg tec age cca cca ttg gta cca ttt cca ctt caa 864 
Leu Lys He Ser Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin 
275 280 285 

tat caa gtg aaa tat tea gag aat tct aca aca gtt ate aga gaa get 912 
Tyr Gin Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val He Arg Glu Ala 
290 295 300 



gac aag att gtc tea get aca tec ctg eta gta gac agt ata ctt cct 
Asp Lys He Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro 
305 310 315 320 



960 
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ggg tct teg tat gag gtt cag gtg agg ggc aag aga ctg gat ggc cca 
Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 

gga ate tgg agt gac tgg agt act cct cgt gtc ttt acc aca caa gat 
Gly lie Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 



1008 



gag att gtt tgg tgg atg aat tta get gag aaa att cct caa age cag 
Glu lie Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys lie Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 

tat gat gtt gtg agt gat cat gtt age aaa gtt act ttt ttc aat ctg 
Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 



act ttg caa ttg agg tat cat agg age age ctt tac tgt tct gat att 
Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp He 

485 490 495 



gat ggt ttt tat gaa tgc att ttc cag cca ate ttc eta tta tct ggc 
Asp Gly Phe Tyr Glu Cys He Phe Gin Pro He Phe Leu Leu Ser Gly 
515 520 525 



cca cca aca tgt gtc ctt cct gat tct gtg gtg aag cca ctg cct cca 
Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro 
545 550 555 560 



1056 



gtc ata tac ttt cca cct aaa att ctg aca agt gtt ggg tct aat gtt 1104 
Val He Tyr Phe Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

tct ttt cac tgc ate tat aag aag gaa aac aag att gtt ccc tea aaa 1152 
Ser Phe His Cys He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys 
370 375 380 



1200 



1248 



aat gaa acc aaa cct cga gga aag ttt acc tat gat gca gtg tac tgc 1296 
Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 

tgc aat gaa cat gaa tgc cat cat cgc tat get gaa tta tat gtg att 1344 
Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val He 
435 440 445 

gat gtc aat ate aat ate tea tgt gaa act gat ggg tac tta act aaa 13 92 
Asp Val Asn He Asn He Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 
450 455 460 

atg act tgc aga tgg tea acc agt aca ate cag tea ctt gcg gaa age 1440 
Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr He Gin Ser Leu Ala Glu Ser 
465 470 475 480 



1488 



cca tct att cat ccc ata tct gag ccc aaa gat tgc tat ttg cag agt 1536 
Pro Ser He His Pro He Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 

500 505 510 



1584 



tac aca atg tgg att agg ate aat cac tct eta ggt tea ctt gac tct 1632 
Tyr Thr Met Trp He Arg He Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser 
530 535 540 



1680 
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tec agt gtg aaa gca gaa att act ata aac att gga tta ttg aaa ata 
Ser Ser Val Lys Ala Glu lie Thr He Asn He Gly Leu Leu Lys He 

565 570 575 

tct tgg gaa aag cca gtc ttt cca gag aat aac ctt caa ttc cag att 
Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gin Phe Gin He 

580 585 590 



1728 



1776 



cgc tat ggt tta agt gga aaa gaa gta caa tgg aag atg tat gag gtt 
Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val Gin Trp Lys Met Tyr Glu Val 
595 600 605 



1824 



tat gat gca aaa tea aaa tct gtc agt etc cca gtt cca gac ttg tgt 
Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys 
610 615 620 



1872 



gca gtc tat get gtt cag gtg cgc tgt aag agg eta gat gga ctg gga 
Ala Val Tyr Ala Val Gin Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly 
625 630 635 640 



1920 



tat tgg agt aat tgg age aat cca gee tac aca gtt gtc atg gat ata 
Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp He 

645 650 655 



1968 



aaa gtt cct atg aga gga cct gaa ttt tgg aga ata att aat gga gat 
Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg He He Asn Gly Asp 

660 665 670 



2016 



act atg aaa aag gag aaa aat gtc act tta ctt tgg aag ccc ctg atg 
Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met 
675 680 685 



2064 



aaa aat gac tea ttg tgc agt gtt cag aga tat gtg ata aac cat cat 
Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gin Arg Tyr Val He Asn His His 
690 695 700 



2112 



act tec tgc aat gga aca tgg tea gaa gat gtg gga aat cac acg aaa 
Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys 
705 710 715 720 



2160 



ttc act ttc ctg tgg aca gag caa gca cat act gtt acg gtt ctg gee 
Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala 

725 730 735 



2208 



ate aat tea att ggt get tct gtt gca aat ttt aat tta acc ttt tea 
He Asn Ser He Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

740 745 750 



2256 



tgg cct atg age aaa gta aat ate gtg cag tea etc agt get tat cct 
Trp Pro Met Ser Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
755 760 765 



2304 



tta aac age agt tgt gtg att gtt tec tgg ata eta tea ccc agt gat 
Leu Asn Ser Ser Cys Val He Val Ser Trp He Leu Ser Pro Ser Asp 
770 775 780 



2352 



tac aag eta atg tat ttt att att gag tgg aaa aat ctt aat gaa gat 
Tyr Lys Leu Met Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
785 790 795 800 



2400 



ggt gaa ata aaa tgg ctt aga ate tct tea tct gtt aag aag tat tat 



2448 
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Gly Glu lie Lys Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

805 810 8X5 

ate cat gat cat ttt ate ccc att gag aag tac cag ttc agt ctt tac 
He His Asp His Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr 

820 825 830 

cca ata ttt atg gaa gga gtg gga aaa cca aag ata att aat agt ttc 
Pro He Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys lie He Asn Ser Phe 
835 840 845 

act caa gat gat att gaa aaa cac cag agt gat gca ggt tta tat gta 
Thr Gin Asp Asp He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val 
850 855 860 

att gtg cca gta att att tec tct tec ate tta ttg ctt gga aca tta 
lie Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 
865 870 875 880 

tta ata tea cac caa aga atg aaa aag eta ttt tgg gaa gat gtt ccg 
Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 

885 890 895 

aac ccc aag aat tgt tec tgg gca caa gga ctt aat ttt cag aag aga 
Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 

900 905 910 

acg gac att ctg gat cca ccg gtc gcc ace atg gtg age aag ggc gag 
Thr Asp He Leu Asp Pro Pro Val Ala Thr Met Val Ser Lys Gly Glu 
915 920 925 

gag ctg ttc ace ggg gtg gtg ccc ate ctg gtc gag ctg gac ggc gac 
Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro He Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp 
930 935 940 

gta aac ggc cac aag ttc age gtg tec ggc gag ggc gag ggc gat gcc 
Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala 
945 950 955 960 

ace tac ggc aag ctg acc ctg aag ttc ate tgc ace ace ggc aag ctg 
Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe He Cys Thr Thr Gly Lys Leu 

965 970 975 

ccc gtg ccc tgg ccc acc etc gtg acc acc ttc ggc tac ggc gtg cag 
Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe Gly Tyr Gly Val Gin 

980 985 990 

tgc ttc gcc cgc tac ccc gac cac atg cgc cag cac gac ttc ttc aag 
Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Arg Gin His Asp Phe Phe Lys 
995 1000 1005 

tec gcc atg ccc gaa ggc tac gtc cag gag cgc acc ate ttc ttc aag 
Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu Arg Thr He Phe Phe Lys 
1010 1015 1020 

gac gac ggc aac tac aag acc cgc gcc gag gtg aag ttc gag ggc gac 
Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp 
1025 1030 1035 1040 

T - 

acc ctg gtg aac cgc ate gag ctg aag ggc ate gac ttc aag gag gac 
Thr Leu Val Asn Arg He Glu Leu Lys Gly He Asp Phe Lys Glu Asp 



2496 



2544 



2592 



2640 



2688 



2736 



2784 



2832 



2880 



2928 



2976 



3024 



3072 



3120 



3168 
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1050 1055 

ggc aac ate ctg ggg cac aag ctg gag tac aac tac aac age cac aac 3216 
Gly Asn lie Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn 

1060 1065 1070 

gtc tat ate atg gee gac aag cag aag aac ggc ate aag gtg aac ttc 3264 
Val Tyr lie Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn Gly lie Lys Val Asn Phe 
1075 1080 1085 

aag ate cgc cac aac ate gag gac ggc age gtg cag etc gec gac cac 3312 
Lys He Arg His Asn He Glu Asp Gly Ser Val Gin Leu Ala Asp His 
1090 1095 1100 

tac cag cag aac acc ccc ate ggc gac ggc ccc gtg ctg ctg ccc gac 3360 
Tyr Gin Gin Asn Thr Pro He Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp 
1105 1110 1115 1120 

aac cac tac ctg age tac cag tec gee ctg age aaa gac ccc aac gag 3408 
Asn His Tyr Leu Ser Tyr Gin Ser Ala Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu 

1125 1130 1135 

aag cgc gat cac atg gtc ctg ctg gag ttc gtg acc gee gec ggg ate 3456 
Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly He 

1140 1145 1150 

act etc ggc atg gac gag ctg tac aag taa 3486 
Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys 
1155 1160 



<210> 8 
<211> 1161 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<223> Description de la sequence 
artificielle : f usionOBRyf p 

<400> 8 

Met Val Leu Ala Ser Ser Thr 
1 5 

Leu Leu Met Leu Phe His Leu 

20 

Gin Glu Gin Lys Leu He Ser 
35 

Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu 
50 55 

Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala 
65 70 

Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala 

85 

Thr His Phe Ser Asn Leu Ser 

100 

Ser Glu Gin Asp Arg Asn Cys 
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1045 



Thr Ser He His Thr 
10 

Gly Leu Gin Ala Ser 
25 

Glu Glu Asp Leu Thr 
40 

Ser Cys Met Pro Pro 

60 

Gly Leu Ser Lys Asn 

75 

Val Glu Pro Lys Phe 
90 

Lys Thr Thr Phe His 
105 

Ser Leu Cys Ala Asp 



Met Leu Leu Leu 
15 

He Ser Ala Arg 
30 

Arg Tyr Pro He 
45 

Asn Ser Thr Tyr 



Thr Ser Asn Ser 

80 

Asn Ser Ser Gly 
95 

Cys Cys Phe Arg 
110 

Asn He Glu Gly 
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115 



120 125 



Thr Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gin Gin He Asp 
130 135 140 

Ala Asn Trp Asn He Gin Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe 
145 150 155 160 

He Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn 

165 170 175 

Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser 

180 185 190 

Pro Leu Val Pro Gin Lys Gly Ser Phe Gin Met Val His Cys Asn Cys 
195 200 205 

Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys 
210 215 220 

Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu Lys He Thr Ser Gly Gly Val 
225 230 235 240 

He Phe Arg Ser Pro Leu Met Ser Val Gin Pro He Asn Met Val Lys 

245 250 255 

Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu He Thr Asp Asp Gly Asn 

260 265 270 

Leu Lys He Ser Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gin 
275 280 285 

Tyr Gin Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val He Arg Glu Ala 
290 295 300 

Asp Lys He Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser He Leu Pro 
305 310 315 320 

Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gin Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro 

325 330 335 

Gly He Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gin Asp 

340 345 350 

Val He Tyr Phe Pro Pro Lys He Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val 
355 360 365 

Ser Phe His Cys He Tyr Lys Lys Glu Asn Lys He Val Pro Ser Lys 
370 375 380 

Glu He Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys He Pro Gin Ser Gin 
385 390 395 400 

Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu 

405 410 415 

Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys 

420 425 430 

Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val He 
435 440 445 
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Asp Val Asn lie Asn lie Ser Cys 
450 455 

Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser 
465 470 

Thr Leu Gin Leu Arg Tyr His Arg 

485 

Pro Ser lie His Pro lie Ser Glu 

500 

Asp Gly Phe Tyr Glu Cys lie Phe 
515 520 



Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu 

660 

Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val 
675 680 

Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val 
690 695 



Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys 

460 

Thr lie Gin Ser Leu Ala Glu Ser 
475 480 

Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp lie 
490 495 

Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gin Ser 
505 510 

Gin Pro lie Phe Leu Leu Ser Gly 

525 

Ser 



Pro 
560 

He 



He 



Val 



Cys 



Gly 
640 

He 



Phe Trp Arg He He Asn Gly Asp 
665 670 

Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met 

685 

Gin Arg Tyr Val He Asn His His 

700 



Tyr Thr Met Trp He 
530 

Pro Pro Thr Cys Val 
545 

Ser Ser Val Lys Ala 

565 

Ser Trp Glu Lys Pro 

580 

Arg Tyr Gly Leu Ser 
595 

Tyr Asp Ala Lys Ser 
610 

Ala Val Tyr Ala Val 
625 

Tyr Trp Ser Asn Trp 

645 



Arg He Asn His Ser 
535 

Leu Pro Asp Ser Val 
550 

Glu He Thr He Asn 

570 

Val Phe Pro Glu Asn 

585 

Gly Lys Glu Val Gin 
600 

Lys Ser Val Ser Leu 
615 

Gin Val Arg Cys Lys 
630 

Ser Asn Pro Ala Tyr 

650 



Leu Gly Ser Leu Asp 
540 

Val Lys Pro Leu Pro 
555 

He Gly Leu Leu Lys 

575 

Asn Leu Gin Phe Gin 

590 

Trp Lys Met Tyr Glu 
605 

Pro Val Pro Asp Leu 
620 

Arg Leu Asp Gly Leu 
635 

Thr Val Val Met Asp 

655 



Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys 
705 710 715 720 

Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gin Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala 

725 730 735 

He Asn Ser He Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser 

740 745 750 

Trp Pro Met Ser Lys Val Asn He Val Gin Ser Leu Ser Ala Tyr Pro 
755 760 765 
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Leu Asn Ser Ser Cys Val He Val Ser Trp lie Leu Ser Pro Ser Asp 
770 775 780 

Tyr Lys Leu Met Tyr Phe He He Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp 
Tis 790 795 800 

Gly Glu lie Lys Trp Leu Arg He Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr 

805 810 815 

He His Asp His Phe He Pro He Glu Lys Tyr Gin Phe Ser Leu Tyr 

820 825 830 

Pro He Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys He He Asn Ser Phe 
835 840 845 

Thr Gin Asp Asp He Glu Lys His Gin Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val 
850 855 860 

He Val Pro Val He He Ser Ser Ser He Leu Leu Leu Gly Thr Leu 
865 870 875 880 

Leu He Ser His Gin Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro 

885 890 895 

Asn Pro Lys Asn Cys Ser Trp Ala Gin Gly Leu Asn Phe Gin Lys Arg 

900 905 910 

Thr Asp He Leu Asp Pro Pro Val Ala Thr Met Val Ser Lys Gly Glu 
915 920 925 

Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro He Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp 
930 935 940 

Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala 
945 950 955 960 

Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe He Cys Thr Thr Gly Lys Leu 

965 970 975 

Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe Gly Tyr Gly Val Gin 

980 985 990 

Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Arg Gin His Asp Phe Phe Lys 
995 1000 10° 5 

Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu Arg Thr He Phe Phe Lys 
1010 1015 1020 

Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp 
025 1030 1° 35 1040 

Thr Leu Val Asn Arg He Glu Leu Lys Gly He Asp Phe Lys Glu Asp 

1045 1050 1055 

Glv Asn He Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn 

1060 1065 1070 

Val Tyr He Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn Gly He Lys Val Asn Phe 
1075 1080 1085 

Lys He Arg His Asn He Glu Asp Gly Ser Val Gin Leu Ala Asp His 
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1090 1095 1100 

Tyr Gin Gin Asn Thr Pro lie Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp 
105 1110 1115 1120 

Asn His Tyr Leu Ser Tyr Gin Ser Ala Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu 

1125 1130 1135 

Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly He 

1140 1145 1150 



Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys 
1155 1160 
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